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для анализа биологических объектов «АналитБиоПрибор-2022». На конференции были 
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лись докладами ведущих ученых в области аналитического приборостроения. На круглом 
столе прошла дискуссия возможностей и перспектив применения российского оборудования 
для решения актуальных биологических и медицинских задач. В сборнике представлены те-
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Программа конференции 
 

9.30 – 10.00 
Регистрация участников 

 
10.00 – 10.30 

Пленарный доклад 
Элементная база для одномолекулярных оптических секвенаторов 

Родионов Илья Анатольевич 
к.т.н., доцент, директор совместного исследовательского центра «Функциональные 
Микро/Наносистемы» МГТУ им. Н. Э. Баумана и ФГУП «ВНИИА им. Н. Л. Духова»  

ГК «Росатом» 
 

10.30 – 12.00 
Секция № 1 

Методы высокочувствительного детектирования белков 
и нуклеиновых кислот 

Модератор: д.т.н. А. А. Евстрапов  
 

10.30 – 10.45 Разработка методики тестирования оптического детектора 
секвенатора ДНК  
Калмыков Алексей Сергеевич 
младший научный сотрудник Института спектроскопии РАН 

10.45 – 11.00 Исследование ионного транспорта в твердотельных 
нанопорах, полученных методом электронной литографии 
Лебедев Денис Владимирович 
к.ф.-м.н., старший научный сотрудник Института аналитиче-
ского приборостроения РАН и Алферовского университета  

11.00 – 11.15 Интегральный трансивер на основе микродискового лазера 
и фотодетектора 
Крыжановская Наталья Владимировна 
д.ф.-м.н., заведующая международной лабораторией 
квантовой электроники НИУ ВШЭ, заведующая кафедрой 
фотоники Алферовского университета 

11.15 – 11.30 Квадрупольный масс-спектрометр мс7-200 для анализа 
состава газовых смесей 
Титов Юрий Алексеевич 
научный сотрудник Института аналитического 
приборостроения РАН 

11.30 – 11.45 Технология Ленгмюра для анализа биологически активных 
веществ 
Калниня Яна Константиновна 
младший научный сотрудник Научно-клинического центра 
токсикологии им. акад. С. Н. Голикова ФМБА России 

11.45 – 12.00 Синтез металлорганических соединений в непрерывном 
потоке для повышенной молекулярной загрузки 
Арабули Константин Вахтангович  
аспирант ИТМО  
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12.00 – 12.30 
Кофе-брейк 

 
12.30 – 14.10 
Секция № 2  

Микрофлюидные и point-of-care устройства  
для биомедицинских применений 
Модератор: к.ф.-м.н. А. С. Букатин  

 
12.30 – 12.55 Приглашенный доклад 

Аналитическая микрофлюидика биологических проб 
в следующем поколении измерителей живой природы  
Белобров Петр Иванович 
д.ф.-м.н., проф. Сибирского федерального университета 

12.55 – 13.10 Опыт разработки и внедрения портативных 
диагностических систем для выявления возбудителей 
инфекционных заболеваний методом изотермической 
амплификации на примере анализатора «Изаскрин-8» 
Басманов Дмитрий Викторович 
руководитель Центра технологий и микрофабрикации ФНКЦ 
ФХМ ФМБА России 

13.10 – 13.25 Средства управления потоками жидкостей в каналах 
микрофлюидных приборов 
Рыжков Виталий Витальевич 
научный сотрудник центра «Функциональные  
Микро/Наносистемы» МГТУ им. Н. Э. Баумана  

13.25 – 13.40 Карманный амплификатор для выявления простых 
мишений 
Пауль Станислав Юрьевич 
инженер-исследователь ООО «Троицкий инженерный центр» 

13.40 – 13.55 Point-of-care устройства на основе методов оптической 
тканевой оксиметрии 
Зайцева Анна Юрьевна 
к.ф.-м.н., заведующий лабораторией медико-аналитических 
методов и приборов Института аналитического 
приборостроения РАН 

13.55 – 14.10 Микрофлюидные приборы и программное обеспечение 
для измерения параметров биолюминесцентных реакций 
Денисов Иван Андреевич 
научный сотрудник кафедры биофизики Сибирского 
федерального университета 

 
 

14.10 – 15.00 
Обед 
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15.00 – 16.00 
Круглый стол 

Опыт использования российского оборудования 
для решения биологических и медицинских задач 

Модератор: к.б.н. Я. И. Алексеев , директор по науке ООО «Синтол» 
 

16.00 – 17.30 
Стендовая сессия + кофе-брейк 

 
1. Методика исследования ионного транспорта в единичных твердотельных нанопорах 

Ваулин Никита Васильевич 
аспирант Алферовского университета 
 

2. Исследования влияния концентрации электролита на проводимость твердотельной 
нанопоры 
Афоничева Полина Константиновна 
младший научный сотрудник Института аналитического приборостроения РАН 

 
3. Наноструктурированные биоэлектроды. Достоинства и недостатки 

Дубина Филипп Михайлович 
магистрант Алферовского университета 
 

4. Исследование микродисковых лазеров с оптически связанным волноводом  
Фоминых Никита Андреевич 
младший научный сотрудник НИУ ВШЭ 
 

5. Выбор способа загрузки комплексов ДНК-полимераза в наноколодцы 
для одномолекулярного секвенирования в реальном времени 
Ямановская Анастасия Юрьевна 
инженер Института аналитического приборостроения РАН 
 

6. Использование цифровой обработки сигналов для анализа люминесценции 
от ячеек ZMW одномолекулярного секвенатора ДНК 
Дубовик Анна Александровна 
бакалавр Санкт-Петербургского политехнического университета Петра Великого 
 

7. Первичный анализ данных одномолекулярного секвенатора ДНК 
Сараев Алексей Сергеевич 
аспирант Института аналитического приборостроения РАН 
 

8. Оптимизация методики прямого измерения рН участков кожи 
Пономарёв Никита Дмитриевич 
инженер Института аналитического приборостроения РАН 
 

9. Разработка микрофлюидной системы со встроенными пневматическими клапанами 
и мембранным насосом  
Наумов Евгений Игоревич 
магистр Алферовского университета 
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10. Получение и оценка жизнеспособности инкапсулированных клетками сферических 
микрогелей с помощью капельной микрофлюидики для 3D-биопечати 
Плешаков Павел Сергеевич 
аспирант Алферовского университета 

 
11. Разработка метода электрокоалесценции для определения степени полимеризации 

гидрогелевых микрочастиц в микрофлюидных устройствах 
Тюшкевич Андрей Андреевич 
магистр Алферовского университета 
 

12. Маломощный автокоронатор для изготовления микрофлюидных устройств 
Филатов Никита Алексеевич 
к.т.н., младший научный сотрудник Алферовского университета 

 
13. Метод экспресс-оценки отклонений состава молочной продукции 

от заданного эталона с применением методов ИК-спектроскопии 
Заневская Мария Юрьевна 
бакалавр Санкт-Петербургского государственного университета 
аэрокосмического приборостроения 
 

14. Исследование состава выдыхаемого воздуха с помощью 
масс-спектрометрического анализа 
Бурлака Карина Сергеевна 
бакалавр Санкт-Петербургского политехнического университета Петра Великого 
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ЭЛЕМЕНТНАЯ БАЗА ДЛЯ ОДНОМОЛЕКУЛЯРНЫХ 
ОПТИЧЕСКИХ СЕКВЕНАТОРОВ  

 
В. В. Рыжков 1, А. А. Пищимова 1,2, Д. А. Баклыков 1,2, Т. Константинова 1, Е. С. Лотков 1,2,  
Л. Н. Муравьёва 1, Р. Ш. Алибеков 1, А. К. Кугук 1, Е. С. Краско 1, А. Р. Александров 2,  

А. А. Барбашева 1, И. А. Рыжиков 1 и И. А. Родионов 1,2* 
 

1 МГТУ им. Н. Э. Баумана, Москва, 105005, ул. 2-я Бауманская, д. 5, к. 1 
2 ФГУП «ВНИИА», Москва, 101000, Моспочтамт, а/я 918 

* irodionov@bmstu.ru 
 

Технологии секвенирования третьего поколения предоставляют возможность считыва-
ния длинных (более 20 000 пар оснований) молекул ДНК и сборки генома de novo, что поз-
воляет с высокой точностью получить новый геном на малом количестве пробы. Одним из 
наиболее перспективных подходов к решению данной задачи является одномолекулярное 
оптическое секвенирование, в котором по спектральным характеристикам вспышек флюо-
ресценции, возникающих при достраивании комплементарной цепочки ДНК из нуклеотидов, 
меченных красителем, определяется последовательность нуклеотидов. Уникальность метода 
заключается в возможности снижения случайной погрешности за счет многократного парал-
лельного считывания кольцевых молекул ДНК, что позволяет достичь точности сборки 
99,9 %. При этом секвенирование проводят на микрочипе с волноводами нулевой моды 
(ZMW), сформированными в металлической плёнке на кварцевой пластине. 

В докладе представлены результаты разработки технологии изготовления микрочипов 
с волноводами нулевой моды. В ходе работ изготовлена партия чипов по технологии «1F» с 
однослойными ZMW диаметрами 75, 100, 150 нм в пленке алюминия толщиной 100 нм на 
кварцевых подложках. Для увеличения эффективности загрузки длинноцепочечных молекул 
ДНК разработана технология «3F», в которой массив ZMW сформирован в трёхслойной 
структуре металл–диэлектрик–металл (МДМ). Это позволяет осуществлять активную загруз-
ку отрицательно заряженных молекул ДНК при подаче положительного потенциала на элек-
трод. На кварцевой пластине осажден электрод из инертного металла толщиной 10 нм, кото-
рый отделён диэлектрическим слоем 30 нм от пленки алюминия 100 нм. В работе изготовле-
на партия чипов по технологии «3F» с ZMW диаметром 100 нм, а также разработана реакци-
онная ячейка для данных чипов. 

 
Благодарности 

Работа выполнена с использованием материально-технической базы ЦКП Научно-
образовательного центра «Функциональные Микро/Наносистемы» МГТУ им. Н. Э. Баумана 
(ID 74300). 
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РАЗРАБОТКА МЕТОДИКИ ТЕСТИРОВАНИЯ ОПТИЧЕСКОГО ДЕТЕКТОРА 
СЕКВЕНАТОРА ДНК 

 
А. Калмыков1*, А. Гритченко1, Д. Кудрявцев2, Н. Ваулин3,4, Д. Лебедев3,4, Я. Алексеев5,  

А. Букатин3,4, В. Балыкин1, П. Мелентьев1 
 

1Институт спектроскопии РАН, 108840, Москва, Троицк, ул. Физическая, д. 5  
2Институт биоорганической химии им. академиков М. М. Шемякина и Ю. А. Овчинникова, 

117997, Москва, ул. Миклухо-Маклая, д. 16/10 
3Санкт-Петергбургский национальный исследовательский Академический университет 

 им. Ж. И. Алфёрова РАН, 194021, Санкт-Петербург, ул. Хлопина, д. 8, к. 3, лит. А 
4Институт аналитического приборостроения РАН,  
198095, Санкт-Петербург, ул. Ивана Черных, д. 31 

5Научно-производственная компания «Синтол»,  
127434, Москва, ул. Тимирязевская, д. 42, к. Б, оф. 316 

*kalmykov_100@mail.ru 
 

Оптическое одномолекулярное секвенирование ДНК в реальном времени (Single 
Molecule Real-Time – SMRT) [1] является современным подходом, позволяющим восстано-
вить последовательность нуклеотидов одиночной ДНК молекулы с точностью более 99 %. 
Секвенирование происходит в процессе синтеза комплементарной последовательности ДНК 
с помощью ДНК-полимеразы, которая достраивает ДНК с использованием четырех флуо-
ресцентно меченных нуклеозидтрифосфатов. Физически процесс определения последова-
тельности сводится к регистрации сигнала единичного флуорофора и определению его спек-
тра. Процесс секвенирования происходит с использованием 100 нм цилиндрической аперту-
ры (изготовлена в 100 нм пленке алюминия), называемой волноводом нулевой моды 
(рис. 1, б). Использование наноапертур позволяет решить сразу несколько задач: 1) работа с 
единичными молекулами; 2) эффективное снижение сигнала засветки от объема жидкости с 
мечеными нуклеотидами расположенными над пленкой алюминия. 

Задача данной работы – создание методики тестирования и разработка оптической ча-
сти секвенатора единичных молекул ДНК. Данная задача является технически сложной, так 
как поток фотонов в реальных условиях является крайне низким и необходимо решить про-
блемы эффективного возбуждения и сбора излучения, минимизации паразитной флуорес-
ценции, фиксации исследуемых объектов на дне волноводов нулевой моды. Продемонстри-
рованы результаты работы с одиночными флуорофорами, детектирование ультранизких сиг-
налов, определение спектрального состава излучения. Продемонстрированы эффективные 
процессы пассивации алюминиевой пленки и функционализации кварцевого дна волноводов 
нулевой моды для эффективной пришивки исследуемых флуорофоров. Продемонстрировано 
функционирование оптической схемы с помощью эмуляции работы полимеразы по исполь-
зованию излучения светодиодов со спектральным составом, аналогичным спектрам излуче-
ния соответствующих меток трифорсатов, используемых при секвенировании (рис. 1, б). 

 

В
ре
м
я 

 
Рис. 1. Изображение волновода нулевой моды диаметром 100 нм, изготовленного 

в пленке алюминия (а); результаты эмуляции секвенирования (б) 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ИОННОГО ТРАНСПОРТА В ТВЕРДОТЕЛЬНЫХ НАНОПОРАХ, 
ПОЛУЧЕННЫХ МЕТОДОМ ЭЛЕКТРОННОЙ ЛИТОГРАФИИ 
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Экспериментальное и теоретическое исследование транспорта в микро- и наноканалах 
имеет не только фундаментальное, но и прикладное значение для различных областей науки 
и техники [1]. К ним можно отнести разделение смесей и получение чистых веществ, элек-
трохимическое преобразование энергии, разработку биохимических сенсоров.  

Целью данной работы являлось исследование закономерностей транспорта ионов в мик-
ро- и нанопорах. Для реализации данной цели необходимо провести исследование новых ме-
ханизмов селективного разделения компонентов растворов при наличии неоднородного элек-
тромагнитного поля внутри наноканалов. Методы электронной и ионной литографии позволи-
ли создать нанопоры с заданными геометрией и электропроводными свойствами. Такие струк-
туры являются оптимальной модельной системой для исследования транспорта ионов. 

Т

Ф

100 нм

100 нм
40 нм

П

А

П

-

У

 
Рис. 1. Схематическое изображение этапов формирования твердотельных нанопор 

 

В рамках работы была предложена методика формирования наноотверстий (нанопор) в 
свободноподвешенной полупроводниковой мембране. Схематически данная методика пред-
ставлена на рис. 1. На первом этапе необходимо сформировать свободноподвешенную полу-
проводниковую мембрану в кремниевой подложке. Для этого была проделана последова-
тельность действий. На двухсторонне полированную плаcтину Si (100) методом реакционно-
го магнетронного напыления было нанесено покрытие из SixNy толщиной ~300 нм. Именно 
толщина этого слоя будет в дальнейшем определять длину поры. Аналогично SixNy был 
нанесен на оборотную сторону кремниевой пластины. Далее на одной из сторон была сдела-
на фотолитография для формирования рисунка маски при дальнейшем анизотропном трав-
лении SixNy. Использовался фоторезист AZ 3027, нанесенный и экспонированный по стан-
дартной методике. В результате фотолитографии на поверхности SixNy была получена маска 
со вскрытыми областями в форме квадратов. Для удаления «вскрытых» окон из SixNy ис-
пользовалось плазмохимическое травление. Рабочим газом являлся CF4. Далее было прове-
дено жидкостное анизотропное травление кремниевой пластины в 20 % KOH при температу-
ре 85 °С. Время травления составило 4 ч. Маской для травления являлся SixNy. 
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Рис. 2. Типичные РЭМ-изображения полученных твердотельных нанопор 

 
На финальной стадии в полученной мембране формировались единичные нанопоры ме-

тодом травления в сфокусированном ионном пучке (FIB). При этом использовался пучок 
ионов галлия с энергией 30 кэВ. Травление производилось в точке при токах порядка 10 пА и 
временах 0.5 с. На рис. 2 приведены типичные изображения получаемых единичных нанопор. 

Для оценки зависимости проводимости наноканала от концентрации электролита была 
применена методика, подробно описанная в [2]. При низких концентрациях проводимость 
поры растет слабо, тогда как при высоких концентрациях рост становится существенным. 
Такое поведение ионной проводимости можно объяснить перекрытием двойных электриче-
ских слоев при низких концентрациях электролита. 

Таким образом, в рамках работы была разработана методика формирования одиночных 
нанопор в свободноподвешенной SiN-мембране произвольной толщины. Синтезированы 
единичные поры диаметром 30…50 нм и длиной 300 нм. Кроме того, были исследованы 
транспортные свойства полученных пор в растворах модельных электролитов. 
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ИНТЕГРАЛЬНЫЙ ТРАНСИВЕР НА ОСНОВЕ 
МИКРОДИСКОВОГО ЛАЗЕРА И ФОТОДЕТЕКТОРА 

 
Н. В. Крыжановская1,2 *, Э. И. Моисеев1, Ф. И. Зубов1,2, А. С. Драгунова1,2, К.А. Иванов1, 
М. В. Максимов2, Н. А. Калюжный3, С. А. Минтаиров3, М. М. Кулагина3, Ю. А. Гусева3, 

А. И. Лихачев3, А. Е. Жуков1 

 
1Национальный исследовательский университет «Высшая школа экономики»,  

Санкт-Петербург, 190121, ул. Союза Печатников, д. 16  
2Алфёровский университет, Санкт-Петербург, 194021, ул. Хлопина, д. 8/3 

3ФТИ им. А. Ф. Иоффе, Санкт-Петербург, 194021, Политехническая ул., д. 26 
* nataliakryzh@gmail.com  

 
Полупроводниковые резонаторы с дисковой геометрией, поддерживающие моды шеп-

чущей галереи (МШГ), являются перспективными для создания на их основе энергоэффектив-
ных и малогабаритных источников когерентного излучения, пригодных для различных при-
ложений. Для ряда практических применений желательно объединить полупроводниковый 
МШГ-микролазер с фотодетектором (ФД), сформировав трансивер, занимающий малую пло-
щадь и способный к высокому быстродействию. Такие трансиверы с открытым оптическим 
каналом между микролазером и детектором, доступным для внешнего воздействия, могут 
быть использованы в качестве различных типов микросенсоров (биосенсоры, обнаружение на-
ночастиц), гальванической развязки, бесконтактного управления и т. д. В настоящей работе 
исследованы оптические характеристики интегральных трансиверов разной конфигурации, 
состоящих из микродиского (МД) лазера с активной областью на основе квантовых яма-точек 
(КЯТ) InGaAs/GaAs и ФД, сформированного из этой же гетероструктуры. Гетероструктуры 
для создания трансиверов получены методом МОС-гидридной эпитаксии на подложке GaAs. В 
качестве активной области служили 5 слоев InGaAs/GaAs квантовых яма-точек. Для формиро-
вания трансиверов с различной конфигурацией фотодетекторов использовалась фотолитогра-
фия и плазмохимическое травление. В качестве передатчика использовались МД-лазеры диа-
метром от 30 до 50 мкм. Светочувствительная грань ФД находилась на расстоянии ~13 мкм от 
излучающей поверхности микролазеров. Металлические контакты к слоям гетероструктуры p- 
и n-типа были сформированы с помощью AgMn/Ni/Au- и AuGe/Ni/Au-металлизации (рис. 1).  

 

Рис. 1. Изображение, полученное с помощью сканирующей 
электронной микроскопии интегрального трансивера 

 
В работе исследован отклик ФД на сигнал микролазера для каждой из конфигураций 

трансиверов. Показана возможность детектирования излучения микродискового лазера диа-
метром с помощью близкорасположенного интегрального фотодетектора с аналогичной ак-
тивной областью.  
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КВАДРУПОЛЬНЫЙ МАСС-СПЕКТРОМЕТР МС7-200 
ДЛЯ АНАЛИЗА СОСТАВА ГАЗОВЫХ СМЕСЕЙ 

 
Ю. А. Титов*, А. Г. Кузьмин, В. В. Манойлов, И. В. Заруцкий, Н. А. Есикова 

 
Институт аналитического приборостроения РАН,  

Санкт-Петербург, 198095, ул. Ивана Черных, д. 31-33, лит. А 
*- titov.uriy@gmail.com 

 
В Институте аналитического приборостроения РАН разработан малогабаритный транс-

портабельный квадрупольный масс-спектрометр с прямым капиллярным вводом МС7-200 
для анализа газовых сред. Прибор имеет диапазон масс 200 а. е. м., разрешающая способ-
ность – 1 а. е. м. и чувствительность по некоторым компонентам до десятков ppb. Масса 
прибора 15 кг. Также для прибора была разработана альтернативная система прямого ввода, 
на основе силиконовой мембраны с селективной проницаемостью, которая позволяет увели-
чить чувствительность по отдельным компонентам. 

 

Основные преимущества прибора: 
– одновременное измерение в режиме реального времени концентраций различных 

примесей в атмосфере и газовых смесях;  
– возможность использования в передвижных лабораториях для оперативного контроля; 
– не требует расходных материалов; 
– не имеет отечественных аналогов.  
 

С помощью масс-спектрометра МС7-200 уже более 10 лет ведутся исследования состава 
выдыхаемого воздуха пациентов медицинских клиник. К настоящему времени наработана об-
ширная база масс-спектров выдыхаемого воздуха пациентов с гастроэнтерологическими, он-
кологическими и острыми инфекционными заболеваниями. Для постановки предварительного 
диагноза разработано программное обеспечение на основе метода главных компонент. В каче-
стве эталона сравнения сформирована база масс-спектров здоровых людей. В настоящий мо-
мент продолжается расширение базы масс-спектров и одновременно разработка математиче-
ского метода обработки данных по профилю масс-спектра выдыхаемого воздуха. 

В Военно-медицинской академии им. С. М. Кирова, прибор МС7-200 применялся для 
определения коэффициента легочного газообмена во время газовой и внутривенной анесте-
зии. В результате этих исследований были обнаружены корреляции между коэффициентом 
легочного газообмена и наиболее болезненными этапами операций. 

Масс-спектрометр использовался при исследованиях в Институте физиологии им. 
И. П. Павлова. Объектом исследования были крысы, забор газа осуществлялся непосред-
ственно из трахеи, контролировались углекислый газ и кислород. При этом быстродействие 
прибора позволяло чётко прописывать дыхательные профили, несмотря на то что крысы мо-
гут дышать со скоростью до 180 вдохов в минуту. 

С Всероссийским институтом защиты растений (ВИЗР) в рамках проекта РФФИ ведет-
ся работа по изучению газовыделения энтомопатогенных грибов, применяемых в качестве 
альтернативы химическим пестицидам для защиты растений от вредителей. В рамках иссле-
дования впервые были определены некоторые соединения, выделяемые грибами, такие как 
оксид серы, пентан. Получен ряд профилей, характерных для конкретных видов грибов. 

Здесь перечислены лишь основные работы, касающиеся биологических объектов, вы-
полненные на масс-спектрометре МС7-200, но и они показывают востребованность прибора и 
широкий круг областей его применения. Кроме того, масс-спектрометр может использоваться 
в экологии для определения и идентификации загрязнений органического и неорганического 
происхождения в воздухе, в геологии для анализ газов, выделяемых в природных процессах, в 
санитарно-эпидемическом мониторинге, в промышленности для контроля вредных выбросов 
при производственных процессах, наличия в воздухе толуола, бензола, стирола и пр., а также 
для контроля состава газовых смесей в технологических процессах на производстве. 
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Технология Ленгмюра, основанная на получении моно- или мультимолекулярных пле-
нок амфифильных соединений на границе раздела фаз жидкость–воздух с последующим их 
переносом на твердую подложку, активно применяется в электронике, оптике, прикладной 
химии, медицине и т. д. Адаптация технологии получения монослоев к полусферической по-
верхности капли позволяет получать мономолекулярные структуры непосредственно на 
твердой подложке, в качестве которой можно использовать мишень для матрично-
активированной лазерной десорбции/ионизации (МАЛДИ), упрощая тем самым пробоподго-
товку перед масс-спектрометрическим (МС) анализом, сокращая объем используемых реа-
гентов и повышая чувствительность метода. Было показано, что при нанесении раствора сте-
ариновой кислоты в н-гексане на каплю водного раствора соли металла образуется коллап-
сированный монослой, идентичный по структуре пленке Ленгмюра. Полученные монослои 
отвечают всем требованиям, предъявляемым к металл-аффинным сорбентам, при этом, из-
меняя метал в составе водной субфазы, можно регулировать сродство к различным функци-
ональным группам, входящим в состав аналитов. Нами было показано, что использование 
раствора нитрата лантана в качестве водной субфазы позволяет получать металл-аффинные 
сорбенты, проявляющие специфичные свойства к атомам хлора. При использовании струк-
тур, состоящих из 6 монослоев стеарата лантана, удалось провести экстракцию аддуктов 
хлорсодержащих ксенобиотиков с глобином человека, причем предел обнаружения аддуктов 
может составлять до 1:12 000 (мольное соотношение ксенобиотика и белка). 

С другой стороны, использование раствора ацетата бария в качестве водной субфазы 
позволяет проводить дериватизацию свободных жирных кислот (СЖК) с образованием барие-
вых солей непосредственно на МАЛДИ-мишени. СЖК характеризуются плохой способностью 
к ионизации, что сильно затрудняет анализ данного класса соединений с применением МС с 
мягкими методами ионизации, при этом использование стандартных матриц для МАЛДИ при-
водит к перекрыванию сигналов СЖК сигналами матричных пиков. Получение бариевых со-
лей жирных кислот способствует, во-первых, повышению чувствительности анализа за счет 
увеличения выхода ионов, во-вторых, сдвигает СЖК в область больших масс.  

С использованием предложенного метода была проведена металл-аффинная экстракция 
аддуктов глобина человека с продуктами окисления диклофенака, а также профилирование 
состава и идентификация СЖК в образцах биологической природы. 

Таким образом, технология Ленгмюра, перенесенная с плоской поверхности на сфери-
ческую (каплю) на поверхности МАЛДИ-мишени, позволяет существенно расширить об-
ласть применения МАЛДИ-МС. Описанный подход позволяет добиваться высокой чувстви-
тельности анализа при минимальных затратах как реагентов, так и аналита, а также отлича-
ется экспрессностью и простотой выполнения. Предложенная методика может использовать-
ся при поиске биомаркеров различных заболеваний или интоксикаций, в фармацевтических 
исследованиях, а также для контроля качества пищевых продуктов.  
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Основным методом в живой природе, которым одна клетка измеряет сама себя, другие 
клетки, ткани и весь организм, является постоянное испускание и поглощение внеклеточных 
везикул. Ожидаемое создание аналитического приборостроения на базе этого метода стано-
вится возможным на микрофлюидных платформах, где используются биологические меры 
для анализа живых клеток в биологических переменных. Принципы аналитической микро-
флюидики в природе ранее рассматривались кратко в [1]. 

Биологическая проба – это далеко не живая клетка, т. к. любая клетка перестает быть 
живой и становится неживым (полуживым, умирающим) объектом, как только она извлечена 
из биологической ткани. Этот пример удачный как для определения биологической пробы, 
так и для изучения переходов живая–неживая клетка, для понимания непрерывности нити 
жизни и для анализа всей проблематики клеточных линий и культур в микрофлюидике. 

В биологических переменных не существует элементарных событий, все события и все 
объекты (клетки, ткани, органы) имеют содержание, предысторию, прошлое и будущее в 
наследуемом геноме. Поэтому только числовые характеристики (quantity) недостаточны для 
создания точного образа живой клетки в условиях высокой размерности живого состояния и 
ограниченного времени жизни в микрофлюидном чипе. Количественная метрология работа-
ет с номинальными свойствами (качественными переменными), полноценное использование 
которых возможно только при введении образных (картиночных) условных мер. Условность 
(относительность) биологических мер реализуется с помощью платформ, где мы измеряем 
характеристики встроенных в чип клеток относительно одного микрофлюидного измерителя. 
«Измерение картинками» реализуется с помощью достаточно хорошо разработанного анали-
за образов (image analysis). 

Для понимания ответов на вопросы: «Что мы измеряем?» и «Что следует измерять?» 
основанными на образах мерами (image-based measures) рассмотрим показательные примеры 
ключевых технологий геномики отдельных клеток, которые используются для профилирова-
ния клеток или клеточных ядер человеческого тела [2]. Большинство измерительных техно-
логий являются унимодальными, охватывая молекулярные модальности, такие как эпигено-
мика, транскриптомика и протеомика, из суспензии отдельных клеток или ядер. Технологии 
пространственной «омики» могут профилировать транскриптом и/или протеом в срезах ин-
тактной ткани, встроенных в чип. Мультимодальные подходы, такие как Multiome и клеточ-
ное индексирование транскриптомов и эпитопов путем секвенирования (CITE-seq), могут 
одновременно захватывать несколько модальностей из одной клетки или ядра. Multiome 
фиксирует измерения как секвенирование одноядерной РНК (snRNA-seq), так и одноклеточ-
ный анализ доступного для транспозазы хроматина с секвенированием (scATAC-seq), тогда 
как CITE-seq фиксирует измерения секвенирование одноклеточной РНК (scRNA-seq) и бел-
ковые маркеры из одной и той же клетки. Эти методы вместе с применением кодирования 
индексацией (CODEX), расщепления одиночных клеток под мишенями и мечения 
(scCUT&Tag), мультиплексной визуализации ионного пучка (MIBI) и бисульфитного секве-
нирования отдельных клеток (scBS-seq) позволяют создать правильный образ современной 
аналитической микрофлюидики биологических проб [2]. 

Встраивание биологических проб в микрофлюидные чипы, которое на английском 
жаргоне в этой области называют «Programming Living Cell», «Programming Organs» etc., 
подразумевая при этом некоторое перепрограммирование живых клеток и органов в чипе [3], 
становится стратегическим направлением микрофлюидики орган-на-чипе. В докладе будут 
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рассмотрены подробно несколько микрофлюидных платформ для «программирования жи-
вых материалов на основе клеток» следуя работе [3], для изменения характеристик развития 
клеток с помощью инженерных наноматериалов [4] и др. 

«Живые» микроткани используются во множестве приложений, поскольку они больше 
напоминают физиологию нативных тканей по сравнению с 2D-культурами. Микроткани 
обычно состоят из комбинации клеток и материалов в различных сочетаниях, которые дик-
туются требованиями к дизайну приложений. Область их применения широка: от фундамен-
тальных биологических исследований, таких как исследование дифференцировки, до про-
мышленных применений. Однако их перевод в промышленные и клинические условия за-
труднен из-за отсутствия масштабируемости методов производства микротканей. Непрерыв-
ные микрофлюидные процессы дают возможность преодолеть это ограничение, поскольку 
они обеспечивают более высокую производительность по сравнению с традиционными пе-
риодическими методами, сохраняя при этом воспроизводимый контроль над составом и раз-
мером микроткани. В этом обзоре представлен всесторонний обзор современных подходов к 
инженерии микротканей с акцентом на преимущества и необходимость использования не-
прерывных процессов для производства микротканей в больших количествах. В докладе бу-
дет представлен обзор необходимых разработок для обеспечения крупномасштабного изго-
товления микротканей с использованием непрерывных процессов [5]. 

В эпоху регенеративной медицины используется биологическая, химическая и физиче-
ская трансфекция (процесс введения RNA/DNA в клетки эукариот невирусным методом). При 
внедрении междисциплинарной биологии и технических наук в терапевтические подходы к 
восстановлению, замене или регенерации клеток, тканей или органов для восстановления 
нарушенной функции рождаются новые подходы. Биоматериалы на основе клеток привлекли 
внимание всего мира из-за их потенциального применения в регенерации и инженерии тка-
ней. Были разработаны различные типы клеточных биоматериалов, включая отдельные клет-
ки, клеточные полимеры, клеточные листы, органоиды и органы [6]. 

При создании инженерных «живых» материалов (Engineered Living Materials – ELM) 
активно используется 3D-биопечать. Дизайн инженерных «живых» материалов ELM – это 
развивающаяся область, основанная на принципах синтетической биологии и материалове-
дения. ELM представляют собой объемные многокомпонентные материалы, которые соче-
тают в себе свойства самовосстановления и приспособляемости организма с разработанными 
физико-химическими или механическими свойствами для функционального применения в 
различных областях, включая терапию, электронику и архитектуру. Среди многих методов 
проектирования и производства ELM трехмерная (3D) биопечать выделяется своим точным 
контролем над структурой изготовленных конструкций и пространственным распределением 
клеток. В обзоре [6] суммирован прогресс в этой области, выбор типа клеток и материалов, а 
также последние применения 3D-биопечати для производства ELM, а также их преимуще-
ства и ограничения, с надеждой углубить наше понимание и дать новое представление о кон-
струкции ELM. Считается, что 3D-биопечать станет важным направлением развития и внесет 
большой вклад в эту область [7]. 
 

Таблица 1. Сравнение числа опубликованных статей по 3D/4D-биопринтингу 
 
Ключевое слово Количество статей в Google Scholar 

 Всего в 2000 в 2010 в 2020 в 2022 
"3D bioprinting" 30 300 43 128 4 630 4 800 

"4D printing" 12 600 2 17 2 060 2 890 
"4D bioprinting" 1 340 1 5 240 327 

 
Слушателям будет рассказано о 4D-печати, идея которой была впервые представлена 10 

лет назад и вызвала беспрецедентный интерес. Метод основан на технологии 3D-печати, но тре-
бует дополнительных стимулов и материалов, реагирующих на стимулы, которые весьма услов-
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но называют «живыми». На основе определенных механизмов взаимодействия между стимулом 
и интеллектуальными материалами, а также соответствующего проектирования сложных струк-
тур на основе математического моделирования 4D-печатные структуры развиваются в зависи-
мости от времени и демонстрируют «разумное» поведение. В отличие от 3D-печати 4D-печать 
зависит от времени, не зависит от принтера, предсказуема и нацелена на эволюцию фор-
мы/свойств/функциональности. Это позволяет осуществлять самостоятельную сборку, мно-
гофункциональность и самостоятельный ремонт. В докладе будет представлен обзор процесса 
4D-печати и обобщены практические концепции и связанные с ними инструменты, которые иг-
рают важную роль в микрофлюидике этой области [8]. Материалы «стимул-реакция» играют 
решающую роль в отношении 4D-печати. Реагирующие на стимулы характеристики 
4D-печатных компонентов в основном зависят от свойств используемых материалов, реагирую-
щих на стимулы, а также их комбинации и расположения в трехмерном пространстве. Однако до 
сих пор было разработано лишь ограниченное количество материалов, реагирующих на раздра-
жители, для 4D-печати, что сильно ограничивает использование прикладного потенциала 
4D-печати. Таким образом, чувствительные к раздражителям материалы для 4D-печати стали 
ключевыми направлениями исследований в научных кругах и инженерных областях [9]. 

Завершается доклад примером недавно созданного идеального полностью перестраива-
емого (reconfigurable) микрофлюидного устройства, которое может динамически изменять 
свою форму и функционирование, позволяя настроить микромасштабный эксперимент, да-
ющий возможность исследователю принимать решения в реальном времени [10]. 
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Сегодня во многих странах проведение молекулярно-генетического теста, позволяюще-

го установить факт присутствия в пробе генетического материала возбудителя, является не-
обходимой процедурой для постановки диагноза как с медицинской, так и с юридической 
точки зрения. Пандемия короновируса SARS-Cov-2 выявила необходимость проводить такие 
анализы в экспресс-режиме и в «полевых условиях». Для удовлетворения этой потребности 
группой разработчиков был создан портативный анализатор «Изаскрин-8». Этот прибор поз-
воляет проводить молекулярно-генетический тест методом петлевой изотермической ампли-
фикации с детекцией в «реальном времени». Анализатор совмещает в себе функции преци-
зионного термостата и высокочувствительного детектора флуоресцентного излучения. Кро-
ме того, прибор имеет встроенную аппаратную возможность проведения экстракции генети-
ческого материала из биологической пробы термокоагуляционным методом. Петлевая изо-
термическая амплификация – один из перспективных и активно развивающихся методов ам-
плификации нуклеиновых кислот как для научных исследований, так и для диагностики ин-
фекционных заболеваний. Ключевой особенностью этого метода является возможность про-
водить амплификацию при постоянной температуре, что, с одной стороны, позволяет сокра-
тить время проведения анализа по сравнению с методом ПЦР, а с другой стороны, приводит 
к упрощению приборной базы. Для детекции количества продуктов изотермической ампли-
фикации в данной разработке используется регистрация флуоресцентного излучения интер-
калирующего красителя в спектральном диапазоне 520…560 нм. Анализатор «Изаскрин-8» 
позволяет одновременно проводить амплификацию и детекцию в 8 стандартных ПЦР-
пробирках конусной формы объемом 0,2 мкл. Прибор оснащен двумя независимыми термо-
статами амплификации, в каждом из которых расположены 4 независимых слота детекции. 
Такая конструкция обусловлена тем, что для проведения достоверного и валидированного 
анализа одновременно с амплификацией биологической пробы, в зависимости от набора реа-
гентов, часто необходимо проводить анализ нескольких контрольных растворов. Такая кон-
струкция анализатора позволяет одновременно проводить валидированный молекулярно-
генетический анализ минимум двух проб.  

Таким образом, создан компактный, мобильный, чувствительный анализатор, который 
прошел все необходимые технические и клинические испытания, по результатам которых 
прибор получил регистрационное удостоверение на медицинское изделие «Амплификатор 
изотермический «Изаскрин-8» для выявления нуклеиновых кислот с детекцией флуоресцен-
ции в реальном времени» (РУ Федеральной службы по надзору в сфере здравоохранения 
№ РЗН 2022/17322). Также в Федеральной службе по интеллектуальной собственности на 
анализатор получены патенты на полезную модель и на промышленный образец [1, 2]. 
«Изаскрин-8» может использоваться с различными наборами реагентов для изотермической 
амплификации (с различными тест-системами) и может применяться для диагностики как 
COVID-19, так и других инфекционных заболеваний. 



АналитБиоПрибор-2022 
 

21 

 
Литература 

1. Пат. на полезную модель № RU210215U1. Анализатор для проведения изотермической ам-
плификации нуклеиновых кислот / А. В. Мезин, С. А. Наумов, К. А. Прусаков, К. А. Наза-
ренко, К. Г. Алдаров, М. Н. Бажутов, А. Ю. Наумов, Е. Н. Ильина, В. М. Говорун, 
Д. В. Басманов. 

2. Пат. на промышленный образец № 130747. Анализатор для проведения изотермической 
амплификации / А. В. Мезин, К. А. Назаренко, С. А. Наумов, А. П. Каныгин, Д. В. Басма-
нов, В. М. Говорун.  

  



АналитБиоПрибор-2022 
 

22 

СРЕДСТВА УПРАВЛЕНИЯ ПОТОКАМИ ЖИДКОСТЕЙ 
В КАНАЛАХ МИКРОФЛЮИДНЫХ ПРИБОРОВ  

 
В. В. Рыжков 1*, В. В. Ечеистов 1,2, А. В. Зверев 1, Т. Константинова 1, Д. А. Баклыков 1,2,  

Е. С. Лотков 1,2, Р. Ш. Алибеков 1, А. К. Кугук 1, Е. С. Краско 1, А. Р. Александров 2,  
А. А. Барбашева 1, П. Г. Рязанцев 1, И. А. Рыжиков 1, И. А. Родионов 1,2 

 

1 МГТУ им. Н. Э. Баумана, Москва, 105005, ул. 2-я Бауманская, д. 5, к. 1 
2 ФГУП «ВНИИА», Москва, 101000, Моспочтамт, а/я 918 

* vv.rizhkov@gmail.com 
 

Лаборатория на чипе (ЛНЧ) составляет основу портативных аналитических систем но-
вого поколения. ЛНЧ позволяет управлять многоступенчатыми химическими реакциями на 
микрофлюидном чипе, что требует надежного и точного инструмента для контроля потоков 
жидкостей в микрофлюидном устройстве. 

Наиболее часто для этих целей применяют перистальтические насосы, шприцевые 
насосы и контроллеры давления (КД) с отдельными сенсорами потока. Шприцевые насосы 
широко используются в микрофлюидике из-за их простоты в эксплуатации и способности 
напрямую контролировать объемную скорость потока. Тем не менее существенными недо-
статками таких систем являются высокое время отклика и флуктуации потока. Перистальти-
ческие системы также удобны в использовании, но низкая точность и сильные пульсации по-
тока жидкости существенно ограничивают область их применения. КД с сенсорами потока 
обеспечивают высокую производительность и плавный поток. Однако для подключения дат-
чиков потока к ЛНЧ требуются подводящие трубки, которые добавляют «мертвый» объем, в 
десятки раз больший, чем внутренний объем ЛНЧ. 

В докладе представлен микрофлюидный тепловой сенсор потока (МТСП), который 
можно интегрировать в биосовместимый микрофлюидный чип. Разработанный МТСП отли-
чается возможностью проведения безмембранных измерений потока жидкости в канале и 
технологией «кремний-на-стекле», что позволяет использовать сенсор с агрессивными био-
логическими жидкостями и при высоких давлениях в ЛНЧ. Более того, технология полно-
стью совместима с серийным производством устройств. Текущая версия сенсора позволяет 
измерять поток в диапазоне 2…30 мкл/мин с точностью 5 % от измеренного значения. 

Сенсор предназначен для широкого спектра передовых применений, включая автома-
тизированную подготовку проб на чипе для геномных исследований, хроматографию на чи-
пе, генерацию микроэмульсий, микрофлюидные устройства для нефтехимии, медицинские 
аналитические устройства. 
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На примере пандемии коронавирусной инфекции человечество осознало важность 

быстрого и точного выявления патогенных биологических агентов. Причём портативные си-
стемы в таком случае обладают преимуществом в скорости проведения анализа, при этом 
минимизируется контакт потенциально инфицированного человека с другими людьми.  

В настоящее время на рынке биоаналитического оборудования наблюдается резкий 
скачок новых разработок в области прикроватной диагностики (англ. point-of-care testing – 
POCT), которые используются для быстрого выявления определенных заболеваний вне ла-
боратории. При этом подобные устройства не требуют высококвалифицированного персона-
ла для работы с ними. 

В 2022 году в компании «Троицкий инженерный центр» была разработана 
полуавтоматическая система для проведения ускоренного анализа ДНК/РНК-мишеней в 
образцах биоматериала из слизистой оболочки носоглотки человека с использованием 
колориметрической изотермальной амплификации, позволяющей проводить детекцию 
мишеней визуально в реальном времени. 
 

 

Рис. 1. Полуавтоматическая система, 
состоящая из картриджа и станции 

 
Полуавтоматическая система состоит из картриджа с реагентами для амплификации. 

Сам картридж состоит из двух основных компонентов: микрофлюидной платформы с лио-
филизированными реагентами и электронной платы, которая прикреплена к микрофлюидной 
платформе. После взятия мазка из носоглотки зонд-тампон помещается в пробирку с раство-
ром и обрезается или вращается в растворе на протяжение 10…15 с, после чего удаляется.  
Жидкость с образцом переносится в картридж и самотеком расходится по реакционным лун-
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кам, в которых расположены лиофилизированные реагенты для изотермальной амплифика-
ции. Картридж помещается в станцию, после чего запускается процесс изотермальной ам-
плификации, индикация результатов которой представляет собой изменение окраски реакци-
онной смеси за счет изменения pH [1].  
 

 

Рис. 2. Тестирование картриджа 
 

Основные преимущества системы: 
1. Возможность детектировать от 1 до 6 патогенов в одном картридже. 
2. Результат уже через 20 мин. 
3. Система не требует высококвалифицированного персонала. 
4. Высокий уровень мобильности. 
5. Дешевизна системы делает ее доступной для приобретения. 
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С увеличением ритма жизни возрастает актуальность использования методов экспресс-
диагностики состояния здоровья человека. Наибольшее предпочтение при реализации диа-
гностики функционального состояния человека отдается бесконтактным методам, особенно в 
случаях индивидуального их использования вне медицинского учреждения, так называемым 
point-of-care устройствам [1].  

Анализ параметров микроциркуляции является необходимой процедурой и обязатель-
ным условием для достоверной оценки текущего функционального состояния человека и 
прогноза развития патологических состояний.  В настоящее время для исследования микро-
циркуляции активно развивается метод оптической тканевой оксиметрии, который сочетает 
в себе неинвазивность и сравнительно низкую стоимость. Однако существующие техниче-
ские реализации данного метода все ещё являются неидеальными, что существенно затруд-
няет получение достоверной информации о микроциркуляции и не позволяет оценить общее 
состояние здоровья человека. 

Для решения рассмотренных проблем нами была разработана система point-of-care для 
экспресс-диагностики состояния здоровья человека. В качестве базового принципа работы 
разрабатываемого аппаратно-программного комплекса был выбран неинвазивный метод оп-
тической тканевой оксиметрии, физический принцип работы которого лежит в различии 
спектральных характеристик различных форм гемоглобина. Устройство представляет собой 
многоканальную оптическую систему со встроенными источниками излучения, которая ра-
ботает в широком диапазоне оптического излучения от 410 до 940 нм. Фотодетектор реги-
стрирует обратнорассеянный в биологических тканях свет, что позволяет производить изме-
рения на разных участках человеческого тела. Кроме того, наличие нескольких оптических 
фотодетекторов в конструкции оптического оксиметра на разном расстоянии от источника 
позволяет оценить микроциркуляцию тканей на разной глубине, что является большим пре-
имуществом методики [2].  

При разработке системы в работе применялись как современные наукоемкие техниче-
ские решения, так и специализированные информационные технологии, методы (алгоритмы, 
модели) обработки и анализа данных (в т. ч. применялись современные методы машинного 
обучения). Таким образом, структурно оптическая система состоит из двух основных моду-
лей – электронно-сенсорного (измерительного) и информационного (вычислительного). 
В качестве вычислителя (внешнего контроллера) используется персональный компьютер, 
выполняющий специально разработанные программы для сбора, хранения и обработки мно-
гомерных данных. 

В экспериментальных исследованиях участвовали четыре испытуемых возраста с диа-
гностированным диагнозом «сахарный диабет». Измерения проводились одновременно дву-
мя методиками. Использовался разработанный нами аппаратно-программный комплекс оп-
тической тканевой оксиметрии и независимый медико-биологический метод. В качестве не-
зависимого метода был выбран транскутанный оксиметр Tina TCM4, определяющий уровень 
чрезкожного напряжения кислорода.  Испытуемым была предложена функциональная 
нагрузка в виде окклюзионной пробы. Проводилось наблюдение за восстановлением тониче-
ского состояния сосудов предплечья. 
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Результаты анализа микроциркуляции по классической медицинской методике корре-
лировали с результатами предложенного нами оптического аппаратно-программного ком-
плекса. У испытуемых наблюдалась разная тенденция в восстановлении кровоснабжения по-
сле окклюзии, что свидетельствует о разной реакции организма на окклюзионный стресс, а 
также о проявлении у испытуемых разных типов микроциркуляции. Таким образом, резуль-
таты экспериментальных исследований показали эффективность предложенной методики и 
позволяют рекомендовать её для выявления индивидуально-типологических особенностей 
микроциркуляции крови и оценки общего функционального состояния организма человека. 
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Для решения проблемы оценки качественных характеристик воды находит применение 
реагент на основе ферментов биолюминесцентных организмов [1]. Многие медицинские тесты 
также основаны на биолюминесцентных сигнальных системах, где в ходе биохимических ре-
акций происходит испускание квантов света. Для проведения анализа параметров таких реак-
ций в широкой практике для задач медицинского тестирования и экологического мониторинга 
необходимы портативные автоматизированные приборы и программное обеспечение. 

Кремниевые фотоэлектронные умножители (Si-ФЭУ) при ценовой доступности соче-
тают чувствительность выше чем у ПЗС- и КМОП-матриц и меньшие габариты, чем у клас-
сических фотоэлектронных умножителей. Si-ФЭУ постепенно находят применение в биоме-
дицинских приборах [2–4]. Основной недостаток такого рода детекторов – малая площадь и 
наличие высокого уровня паразитных срабатываний, обусловленных тепловыми шумами в 
полупроводниковой структуре Si-ФЭУ. 

После ряда исследований нами было предложено техническое решение для измерения 
параметров биолюминесцентных реакций (рис. 1) в виде микрофлюидных чипов [5] и порта-
тивного люминометра на основе детекторов Si-ФЭУ [6]. Небольшая площадь детектора была 
компенсирована применением оптического элемента в виде светособирающей усечённой пи-
рамиды, а уровень тепловых срабатываний детектора был стабилизирован для дальнейшего 
учёта с помощью электронной системы контроля температуры детектора. 

 

 
 

Рис. 1. Пневматический силиконовый пробозаборник (1), 
одноразовые полимерные чипы с иммобилизованной 

системой ферментов из биолюминесцентных организмов (2) 
и портативный микрофлюидный биолюминометр (3) 

 
Сравнение прибора с импортным аналогом GloMax 20/20 (Promega, США) показало 

сравнимые характеристики (рис. 2), что позволяет сделать выводы о возможности широкого 
применения предложенной схемы измерения. 
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Рис. 2. Сравнение измерений интенсивности 

биолюминесценции в чипах, полученных на разработанном приборе 
и люминометре GloMax 20/20 (Promega, США) 

 

 
Рис. 3. Графическое представление нейросетевой имитационной модели 

для функции отображения кинетической кривой биолюминесцентной реакции в числовой 
код наличия одного из трех модельных загрязняющих веществ («вектор токсичности») 

 
Для сбора и анализа данных было разработан набор алгоритмов, в том числе с приме-

нением методов машинного обучения. При наличии достаточного количества эксперимен-
тальных данных для установления корреляционной зависимости нейросетевая модель 
успешно классифицировала один из типов загрязнителей (фенолы, хиноны, соли тяжелых 
металлов), с последующим определением концентрации вещества, если оно было единствен-
ным загрязнителем в пробе. 

В докладе будет представлены данные о продолжении исследований по разработке 
оптических приборов и программ для сбора и обработки данных. 
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Аннотация. Традиционные методы химического синтеза для изготовления наномате-

риалов не всегда обеспечивают точный воспроизводимый синтез с контролируемыми физи-
ко-химическими параметрами. Лучший контроль над результирующими свойствами нанома-
териалов может быть достигнут за счет уменьшения масштаба синтеза до микроуровня. Это 
может быть реализовано с помощью микрофлюидики. В данной работе был продемонстри-
рован микрофлюидный подход для управляемого синтеза микрокристаллов металл-
органических конструкций (HKUST-1) с повышенным количеством дефектов. Процесс син-
теза был оптимизирован для получения развитой поверхности у синтезируемых структур, 
которая обеспечивает повышенную молекулярную загрузку (Cy5). Структурная характери-
зация частиц выполнена с помощью сканирующей электронной микроскопии, рамановской 
спектрометрии, порошковой рентгеноструктурной дифракции.  

Введение. За последние несколько десятилетий большое внимание уделяется изготов-
лению новых наноструктурированных материалов с регулируемыми свойствами. На сего-
дняшний день на смену традиционным методам приходят новые, которые позволяют более 
точно настраивать физико-химические свойства синтезируемых материалов, а именно мик-
рофлюидные технологии предлагают альтернативный подход к контролируемому синтезу 
наноматериалов с желаемыми свойствами. Микрофлюидный синтез наночастиц обладает ря-
дом преимуществ по сравнению с традиционными методами синтеза, среди которых эффек-
тивное смешивание, повышенный тепло- и массообмен, управляемая нуклеация и рост, а 
также возможность масштабирования результатов синтеза. Эти свойства в сочетании с воз-
можностью автоматизации нескольких процессов на одном микрочипе делают микрофлюи-
дику привлекательной платформой для изготовления наночастиц с заданными размером, 
формой и другими свойствами.  

В этой работе применяется метод микрофлюидного непрерывного синтеза для демон-
страции возможности получения микрокристаллов металлорганической конструкции 
(HKUST-1) с повышенным количеством дефектов для последующего использования их как 
загрузочных центров, где в качестве загружаемых молекул использовался высокомолекуляр-
ный цианин 5 (Cy5), конъюгированный с бычьим сывороточным альбумином (BSA). 

Материалы и методы 
Материалы для изготовления микрофлюидного чипа (МФЧ): фоторезист SU-8 и поли-

диметилсилоксан (ПДМС, набор силиконовых эластомерв SYLGARD ™ 184, Dow Corning, 
США), состоящий из двух частей: основы силиконового эластомера (основа ПДМС) и отвер-
дителя. Стеклянная подложка (Menzel Microscope Coverslips).  
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Материалы для синтеза частиц HKUST-1: лигандом является тримезиновая кислота, 
также известная как бензол-1,3,5-трикарбоновая кислота, H3BTC, TMA (95 %), в качестве 
соли металла использовался CuSO4–5H2O, в качестве растворителя – N,N-диметилформамид 
(DMF). 

В качестве загружаемых биомолекул использовался высокомолекулярный цианин 5 
(Cy5), конъюгированный с бычьим сывороточным альбумином (БСА). (BSA, 66 кДа), где в 
качестве растворителя использовался диметилсульфоксид (DMSO, MW = 78,13). 

Методы: для изготовления МФЧ была сделана мастер-форма методом фотолитографии с 
использованием кремниевой пластины и фоторезиста SU-8. Далее неотвержденный ПДМС с со-
отношением 10:1 эластомерной основы к отвердителю смешивали и заливали в мастер-форму, а 
затем полимеризовали при 80 °C в течение 2 ч. После этого в реплике ПДМС были проделаны 
входные/выходные отверстия и реплика ПДМС была запечатана на стеклянной подложке с по-
мощью обработки O2-плазмой. Далее 1,67 ммоль CuSO4–5H2O (98 %) добавляли в 10 мл DMF и 
подвергали ультразвуковому перемешиванию в течение 15 мин. Аналогично, 1,13 ммоль H3BTC 
добавляли в 10 мл DMF и также подвергали ультразвуковому перемешиванию в течение 15 мин. 
Для загрузки биомолекул 77 мг BSA смешивали с 20 мл фосфатного буфера, затем 5 мг Cy5 рас-
творяли в 2,2 мл DMSO. Далее эти два раствора смешивали в течение 24 ч при 40 °C. Последним 
шагом являлось добавление 2 мл воды на каждые 10 мкл Cy5–BSA. 

Описание установки для синтеза. Установка для синтеза состоит из нагревательной 
плиты (1), на которой было помещено микрофлюидное устройство (2). В микрофлюидное 
устройство были вставлены капилляры (3), которые, в свою очередь, были подключены к 
шприцевым насосам (4). Синтезированный материал собирался в специальный эппендорф 
(5), который располагался сбоку от нагревательной пластины. Штатив (6) был оснащен ка-
мерой (7) для оптической регистрации процессов, происходящих внутри микрофлюидного 
устройства. Увеличенное изображение микрофлюидного устройства (8). 

 
Рис. 1. Экспериментальная установка с увеличенным изображением  

микрофлюидного устройства 

Результаты и дискуссия. Структуры были получены с помощью микрофлюидного 
подхода путем изменения расходов реактивов в каналах микрофлюидного устройства. Ис-
пользовалась топология с двумя соединяющимися каналами. В текущей работе были подо-
браны оптимальные параметры для синтеза: расход для органического лиганда 3,5 мкл/мин, 
расход для соли меди – 3 мкл/мин [1]. Оптимальное мольное соотношение между реагентами 
3:2 [2]. Для изучения морфологии полученных структур был проведен анализ с помощью 
сканирующей электронной микроскопии (СЭМ), который показал, что полученные микро-
кристаллы имеют форму икосаэдра с характерными линейными размерами 0,14 до 2 мкм.   

Порошковый рентгеноструктурный анализ показал, что с повышением температуры ско-
рость образования микрокристаллов значительно увеличивается. Важным фактором, последо-
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вавшим за этим, стало то, что монокристаллические свойства значительно снижались и наблю-
далась агломерация полученных структур. При повышении температуры синтеза до 110 °C про-
исходило уширение и уменьшение интенсивности пиков (200) и (220) вследствие увеличения 
аморфных свойств синтезированных структур и увеличения количества дефектов. 

В связи с тем что дефекты в металлорганических структурах являются неотъемлемой 
частью, необходимо выяснить положительные и отрицательные аспекты их влияния на ре-
зультирующие свойства микрокристаллов и рассмотреть возможность использования дефек-
тов в экспериментах по стабильности и молекулярной загрузке. 

Для проверки возможности использования дефектов как активных центров для молеку-
лярной загрузки был использован метод физической адсорбции. Важность возможности за-
грузки является фундаментальным фактором для оценки применимости металлорганических 
структур в области целевой доставки лекарств. Высокомолекулярный цианин 5 (Cy5), конъ-
югированный с бычьим сывороточным альбумином (BSA), использовался в качестве загру-
жаемых молекул. Для оценки эффективности адсорбции синтезированного CuBTC-1 микро-
кристаллы инкубировали в растворе Cy5–BSA при различных концентрациях (0,6…3 мкг/мл) 
в течение 1 ч. Изотермы адсорбции были построены с использованием уравнения Ленгмюра. 
Согласно полученной изотерме Ленгмюра можно заметить, что большое количество Cy5–
BSA может быть адсорбировано на поверхности микрокристаллов HKUST-1. В качестве 
контрольных структур, были использованы металлорганические каркасы, полученные стан-
дартным сольвотермическим синтезом. Полученные данные показали, что загрузочная спо-
собность металлорганических каркасов, полученных обоими методами, увеличивается до 
момента насыщения синтезированной структуры. Сравнение по загрузке показывает, что ад-
сорбционные свойства для микрокристаллов, полученных микрофлюидным методом синте-
за, выше примерно в 2 раза, чем для металлорганических структур, полученных с помощью 
сольвотермического метода. 

Заключение. Было создано микрофлюидное устройство для быстрого синтеза металл-
органических структур HKUST-1. Микрокристаллы HKUST-1 были синтезированы под вли-
янием различных температур. Структурная характеризация полученных структур была про-
ведена с помощью СЭМ, порошковой рентгеновской дифракции и рамановской спектромет-
рии. Рамановские спектры показали наличие дефектов в структурах, что далее использова-
лось для повышенной молекулярной загрузки. 
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Микрофлюидные технологии позволяют манипулировать малыми объёмами жидкостей 

с помощью наноструктур. Использование наноразмерных каналов и пор позволяет осу-
ществлять детектирование и анализ малых концентраций аналита [1]. Подобные нанострук-
туры также применяются в областях химического разделения растворов и преобразования 
энергии [2]. Важной особенностью детектирования с помощью нанопор является возмож-
ность обнаружения отдельных молекул [3], что позволяет широко применять микрофлюид-
ные технологии в приложениях для секвенирования ДНК [4]. Принцип нанопорового детек-
тирования заключается в движении через пору раствора аналита малой концентрации. 
Обычно в качестве раствора используется электролит, что позволяет управлять движением 
жидкости через пору посредством приложения к ней разности потенциалов. При прохожде-
нии жидкости через нанопору молекулы аналита перекрывают её, препятствуя потоку ионов 
электролита. В результате чего фиксирует так называемый ток блокады – скачкообразное 
изменение величины тока. Чем ближе диаметр молекулы аналита к диаметру нанопоры, тем 
больше фиксируемое изменение тока. Таким образом, с помощью измерения тока, текущего 
через нанопору, становится возможным детектирование и анализ отдельных молекул. 

Для исследования ионного транспорта в тонких (40 нм) SiN-мембранах были сформи-
рованы нанопоры диаметром 5 нм. Процесс изготовления нанопоры состоит из двух этапов: 
на первом этапе с помощью многоступенчатого травления формируется тонкая «свободно 
висящая» SiN-мембрана; на втором этапе в мембране методом литографии сфокусированным 
электронным пучком формируется нанопора. Перед проведением измерений исследуемый 
образец с нанопорой подвергается очистке в растворе пираньи и деионизованной воде. Схе-
ма проведения электрических измерений нанопоры представлена на рис. 1. 

 
Рис. 1. Схема экспериментальной установки 

 
Два объёма электролита соединены через нанопору в SiN-мембране. В каждый объём 

электролита помещается измерительный электрод.  Объёмы электролита представляют собой 
половинки фотополимерной измерительной ячейки, напечатанной на 3D-принтере 
(FormLabs). Для герметичной фиксации нанопоры между половинками ячейки и измеряемым 
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образцом вставляются PDMS-прокладки. Далее половинки ячейки крепятся друг к другу с 
помощью болтов, а объемы заполняются раствором электролита. Измерительные электроды, 
представляющие собой AgCl/Ag-проволоки, помещаются в специальные отверстия в ячейке. 
Измерения проводятся в водном растворе KCl, в диапазоне концентраций от 10–4М до 1М. 
Для улучшения смачиваемости поверхности нанопоры в раствор KCl добавляется изопропи-
ловый спирт (IPA) в пропорции 1:1. IPA выступает в роли поверхностно-активного вещества, 
уменьшающего поверхностное натяжение раствора. 

Для исследования ионного транспорта в нанопоре необходимо провести измерения то-
ка в потенциостатическом двухэлектродном режиме. Измерения проводятся в диапазоне 
напряжений от –0.3 до 0.3 В, с шагом 0.1 В. В течение 5 мин к системе прикладывается за-
данное напряжение, при этом фиксируется значение тока насыщения. По полученным дан-
ным строятся вольт-амперные характеристики (ВАХ) для данной концентрации электролита. 
После получения ВАХ для всего диапазона концентраций становится возможным рассчитать 
зависимость проводимости нанопоры от концентрации электролита.  

Приведенный метод исследования ионного транспорта в единичных твердотельных 
нанопорах позволяет лучше понять характеристики двойных электрических слоёв вблизи 
стенок поры. Это необходимо для дальнейшего исследования молекулярного транспорта в 
нанопорах. 
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Нанопоры и наноканалы представляют собой универсальную структуру, которую мож-

но найти как в живых системах, так и в искусственных материалах. Манипулирование нано-
объемами жидкости обладает рядом уникальных свойств, таких как сверхвысокое отношение 
поверхности к объему и масштабы, сопоставимые с диапазоном различных поверхност-
ных/межфазных сил и размеров биомолекул (ДНК, РНК, белки). Это позволяет исследовать 
новые явления переноса, которые происходят только на наноуровне [1]. 

Нанопоры используются для безметочного обнаружения и анализа нуклеиновых кислот 
(ДНК, РНК) [2] и белков [3], а применение может варьироваться от биодатчиков до секвениро-
вания. При детектировании одиночных молекул нанопорой получаются длинные прочтения 
последовательности ДНК и исключается этап предварительной амплификации методами ПЦР, 
обеспечивая высокую скорость исследования. Одномолекулярному методу характерна высо-
кая чувствительность и специфичность, что позволяет обнаруживать одиночные молекулы на 
уровне одного нуклеотида, повышая тем самым точность исследования.  Так, теоретические и 
экспериментальные исследования транспорта в нанопорах (наноканалах) представляют фун-
даментальный интерес и могут быть применены в разработке принципиально новых приборов.  

Для исследования переноса ионов в твердотельных нанопорах были синтезированы об-
разцы, содержащие тонкие мембраны SiN с нанопорами. Методы электронной и ионной ли-
тографии позволяют создавать нанопоры с заданной геометрией и заданными проводящими 
свойствами. Такие структуры являются оптимальной модельной системой для изучения пе-
реноса ионов. 

Для экспериментов, посвященных изучению ионного транспорта, разработана измери-
тельная ячейка. Ячейка распечатана на 3D-принтере FormLabs с использованием фотополи-
мера clear v4. Ячейка состоит из двух объемов для электролита, разделенных непроницаемой 
мембраной SiN с единичной нанопорой.  

Измерения проводились в водном растворе KCl, варьируя концентрации от 10–4 до 1 М. 
Для определения ионной проводимости поры были измерены вольт-амперные характеристи-
ки системы в потенциостатическом двухэлектродном режиме. Приложенное напряжение ва-
рьировалось от –0,3 до 0,3 В в течение 8 мин при заданном напряжении. Далее, согласно по-
лученным данным, были получены значения проводимости нанопор для диапазона концен-
траций электролита (рис. 1).  

Согласно результатам в диапазоне концентраций 10–4…10–3 М проводимость практиче-
ски не изменяется и остается на одном уровне. При концентрации 10–3…1 М проводимость 
увеличивается с увеличением концентрации, так при достижении концентрации 1 М прово-
димость увеличивается на два порядка. Это связано с тем, что при низких концентрациях ра-
бочего раствора двойные электрические слои перекрываются внутри поры. Расчетная шири-
на двойного электрического слоя для данных концентраций является порядка 10–7…10–8 м. 
Однако при высоких концентрациях рабочего раствора проводимость увеличивается, потому 
что толщина двойных электрических слоев уменьшается (для 1М раствора толщина двойно-
го электрического слоя 2 нм) и перекрытие исчезает. 
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Рис. 1. Зависимости экспериментально 
измеренной проводимости нанопоры и теоретической 

объемной проводимости раствора KCl 
от концентрации электролита 
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Бурное развитие биоэлектроники в последние три десятилетия привело к  не менее 
бурному внедрению ее достижений как в прикладную биологию, так и в практическую ме-
дицину [1–4]. В частности, на сегодняшний день биоэлектронные датчики на глюкозу (глю-
кометры), заметно облегчают жизнь пациентов, страдающих сахарным диабетом [3], а рети-
нальные протезы позволяют частично вернуть зрительные ощущения пациентам с пораже-
ниями сетчатки [4]. Кроме того, появление биоэлектронных цитосенсоров [1, 2] открыло но-
вую нишу в биологических исследованиях и позволило проводить исследования в области 
фармакологии, онкологии и вирусологии на принципиально новом уровне [1, 2]. Очевидно, 
что дальнейший прогресс в области биоэлектроники будет во многом определяться исследо-
ваниями, направленными на поиск оптимальной конфигурации так называемых биоэлектро-
дов, представляющих собой интерфейс металл/живые клетки. В настоящей работе мы прове-
ли сравнительный анализ коммерчески доступных биоэлектродов, часть из которых обладала 
наноструктурированным покрытием (НСП), а часть – нет.  В результате мы обнаружили, что 
использование НСП, с одной стороны, позволяет увеличить чувствительность и помехоза-
щищенность импедансных биосенсоров на их основе, а с другой стороны, применение НСП 
усложняет эквивалентную схему биоэлектродов и тем самым затрудняет интерпретацию по-
лучаемых с их помощью данных. В то же время нами было установлено, что планарные 
электроды обладают простой эквивалентной схемой и большей совместимостью с оптиче-
скими методами исследования, чем электроды с НСП, а проблему влияния шумов на их ра-
боту можно решить программными методами [1]. Таким образом, исходя из результатов 
данной работы можно сделать вывод о том, что для создания узкоспециализированных био-
сенсоров предпочтительно использовать электроды с НСП, в то время как для создания мно-
гофункциональных биодатчиков рационально применять планарные, плоские электроды. Мы 
надеемся, что результаты нашего исследования помогут сделать новые шаги в области био-
сенсорной иженерии и решить ряд актуальных задач здравоохранения.  
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Полупроводниковые микролазеры с резонатором дисковой формы являются перспек-

тивными кандидатами для создания на их основе энергоэффективных и малогабаритных ис-
точников когерентного излучения [1]. Моды шепчущей галереи (МШГ), поддерживаемые в 
резонаторах данной геометрии, обладают высокой добротностью (до десятков миллионов 
для Si МШГ-резонаторов, до 105 для A3B5-микролазеров диаметром около 30 мкм) и малым 
объемом моды [2]. При этом МШГ-чувствительны к изменениям и возмущениям среды, 
окружающей резонатор, а их поле благодаря распространению за боковые пределы микроре-
зонатора на дистанцию 10…100 нм делает возможным взаимодействие с материалами вне 
пределов резонатора [3]. Таким образом, МШГ-микрорезонаторы крайне привлекательны 
для создания сенсоров биомаркеров, ДНК и белков в низких концентрациях, а также для де-
тектирования вирусов и наночастиц с одночастичным разрешением.  

За счет аксиальной симметрии резонатора микродисковые (МД) лазеры не обладают 
выделенным направлением в диаграмме направленности выходного излучения. Их высокая 
добротность приводит к сильной локализации мод в объёме резонатора и малым потерям на 
вывод излучения. Для успешной реализации приборов на микролазерах с резонатором дис-
ковой формы необходим эффективный направленный вывод излучения. Такой вывод излу-
чения МШГ-микролазеров может быть достигнут различными модификациями МД-
резонаторов, например малым гармоническим возмущением поверхности резонатора [5] или 
использованием сквозного отверстия в резонаторе вблизи его края [6]. Однако данные моди-
фикации также могут негативно влиять на такие характеристики микролазера, как порог ла-
зерной генерации и добротность. Эффективным способом реализации направленного излу-
чения МД-лазеров также является оптическая связь с другими оптическими элементами, 
например с магистральным волноводом (диэлектрическим или полупроводниковым) [7]. 
При этом данная конфигурация является планарной и достаточно легко реализуется на инте-
гральной микросхеме. 

В данной работе выполнено исследование вывода излучения полупроводниковых МД-
лазеров в сопряженный волновод, сформированный из той же эпитаксиальной гетерострук-
туры в планарной геометрии. Исследуемые гетероструктуры получены методом МОС-
гидридной эпитаксии на подложке n+-GaAs. В качестве активной области были использова-
ны 5 слоев InGaAs/GaAs квантовых яма-точек. Электронная литография и плазмохимическое 
травление применялись для формирования волноводов и МД-резонаторов (диаметром 
15…40 мкм), а также узких зазоров между ними (0…200 нм). Изучался вывод излучения в 
прямоугольные волноводы с различной величиной зазора, и волноводы с секцией, огибаю-
щей МД-лазер (углы огибания составляли 20 и 45°). Выполнено исследование спектров элек-
тролюминесценции и порога лазерной генерации при комнатной температуре в зависимости 
от параметров пристыкованного волновода. Проведено исследование эффективности вывода 
излучения в волновод в зависимости от параметра связи МД-волновод. 
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Одномолекулярное секвенирование в реальном времени (Single molecule real time 

sequencing, SMRT) впервые было запатентовано и коммерциализировано компанией Pacific 
Biosciences of California, Inc. (PacBio) [1, 2]. Секвенирование – это определение последова-
тельности расположения азотистых оснований нуклеиновых кислот (A, T, G и C) в полинук-
леотиде. Одномолекулярное секвенирование отличается от классических методов тем, что не 
требует этапа амплификации при пробоподготовке и позволяет анализировать единичные 
молекулы ДНК. 

В технологии SMRT комплексы ДНК-полимераза загружаются для последующего ана-
лиза в наноколодцы (zero-mode waveguides – ZMW), представляющие собой световоды нуле-
вой моды глубиной 100 нм и диаметром 70…150 нм [3–7]. Их освещают лазерами со сторо-
ны прозрачной подложки, при этом интенсивность излучения экспоненциально затухает и 
проникает в наноколодец на высоту около 20 нм [3]. В первых выпущенных проточных 
ячейках для SMRT количество ZMW достигало 150 тыс. (2000 на 1,6 мкм) [5], в новейших 
моделях ячеек количество ZMW достигает 8 млн.  

Целью данной работы является выбор способа загрузки комплексов ДНК-полимераза в 
наноколодцы для применения в разрабатываемом аппаратно-программном комплексе одно-
молекулярного секвенирования (АПКОС), реализующего технологию SMRT. 

Существует несколько способов загрузки: путем пассивной диффузии, электрофорети-
ческая загрузка [3, 8–10], метод с использованием капсидов [11] и магнитных шариков (mag-
netic beads) [11]. 

Успешное SMRT-секвенирование предполагает соблюдение следующих условий за-
грузки комплексов ДНК-полимераза в наноколодцы [12]: 

1) обеспечение высокой эффективности загрузки (снижение времени загрузки и кон-
центрации фрагментов ДНК);  

2) загрузка единственного комплекса ДНК-полимераза в наноколодец;  
3) обеспечение максимальной доли загруженных наноколодцев; 
4) надежное закрепление комплекса ДНК-полимераза на дне наноколодца. 
Среди представленных выделяется способ загрузки с использованием магнитных ша-

риков, т. к. они просты в производстве, препятствуют загрузке коротких фрагментов ДНК 
длиной менее 1 тыс. пар нуклеотидов и позволяют использовать образцы с более низкой 
концентрацией (загрузка за 60 мин с концентрацией молекул ДНК 3…30 пМ по сравнению с 
загрузкой путем пассивной диффузии за 30…60 мин с концентрацией 80 пМ) [9]. В патентах 
компании PacBio описаны основные принципы загрузки наноколодцев [2, 11, 13]: 

1) магнитные шарики переносят фрагменты ДНК, закрепленные по принципу компле-
ментарности и связями биотина и стрептавидина [11]; 

2) под поверхностью чипа должен быть расположен магнит; 
3) траектория вращения магнита должна обеспечивать плавное перемещение шариков 

по поверхности чипа. 
Таким образом, установлено, что способ загрузки комплексов ДНК-полимераза в нано-

колодцы с помощью магнитных шариков является предпочтительным для реализации в раз-
рабатываемом комплексе АПКОС, и выявлены основные принципы загрузки наноколодцев 
этим способом. 
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С развитием технологий секвенирования возникает потребность в анализе и цифровой 

обработке полученных данных. Эту задачу предлагается решить при помощи вейвлет-
анализа [2] или полосового фильтра.  

Особенность конструкции ZMW-ячейки позволяет наблюдать люминесценцию еди-
ничной флуоресцентной метки, пришитой к нуклеотиду в момент встраивания ДНК-
полимеразой. Соответственно, к четырём типам нуклеотидов пришиты разные флуоресцент-
ные метки, что позволяет различать их. Таким образом, при полимеризации цепи ДНК мож-
но получить зависимость интенсивности флуоресценции от времени. Из анализа таких вре-
менных рядов по всем каналам флуоресценции получается последовательность нуклеотидов 
в молекуле ДНК [1].  

За основу были взяты данные, получаемые на одномолекулярных секвенаторах фирмы 
PacBio. Для моделирования подобных сигналов в ИАП РАН была разработана программа 
Project_SMRT, полностью имитирующая работу системы регистрации сигналов люминес-
ценции от ячеек ZMW. Программа выдает четыре временных последовательности, соответ-
ствующие каналам регистрации люминесценции нуклеотидных оснований. Рассматривается 
не вся последовательность, а только один из каналов, на примере обработки сигналов по 
первому каналу – аденину (рис. 1. а), приведен последующий алгоритм фильтрации.  

В среде MathLab построен фурье-спектр (рис. 1, б). По внешнему виду полученный 
спектр имеет схожие с фурье-спектром прямоугольного сигнала характерные пики огибаю-
щей, но при этом «главный» пик разделен на несколько в полосах приблизительно 1…100, 
350…650 и 1200…1400 Гц.  

Было проведено моделирование трех полосовых фильтров типа «Баттерворт». Для об-
работки сигналов был применен следующий алгоритм [3]:  

1. Расчет фурье-спектра входного сигнала (одного из каналов регистрации). 
2. Расчет фурье-образа полосового фильтра.  
3. Применение полосового фильтра с получением фурье-спектра выходного сигнала.  
4. Обратное преобразование Фурье для получения временной последовательности вы-

ходного сигнала. 
Были проверены три фильтра. 
Первый построенный фильтр имеет полосу пропускания 1…1400 Гц. Величина от-

фильтрованного сигнала уменьшается, но все равно превышает 50 %. Однако из-за эффекта 
сглаживания два пика могут слиться друг с другом, что приведет к ошибке при считывании. 
Уровень шума в сигнале тоже велик. 

Второй фильтр имеет две полосы пропускания: 1…1400 и 2800…3100 Гц и учитывает 
не только «главный» пик, но и следующий за ним. Это позволяет «обострить» фильтрацию, 
но исходный сигнал зашумляется высокочастотными помехами. 

Третий фильтр с полосами пропускания 1…150, 400…700 и 1100…1500 Гц. Отфиль-
трованный сигнал избавлен от части низкочастотных помех (рис. 1, в). Причем по сравнению 
с первым фильтром величина сигнала уменьшается незначительно, что позволяет выделить 
из шума основной сигнал. Полученный спектр представлен на рис. 1, г. 
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Рис. 1. Сигнал, порождаемый аденином (а); спектр сигнала, порождаемого аденином (б); 
отфильтрованный сигнал (в); спектр отфильтрованного сигнала (г) 
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В настоящее время консорциумом во главе с Институтом аналитического приборостро-
ения Российской академии наук (ИАП РАН) разрабатывается аппаратно-программный ком-
плекс одномолекулярного секвенирования (АПКОС). Прибор предназначен для определения 
последовательности нуклеотидов молекулы ДНК в реальном времени. В основе метода ле-
жит использование наноколодцев Zero-mode waveguide (ZMW) – углублений диаметром не-
сколько десятков нанометров, ко дну которых прикреплена единичная молекула ДНК-
полимеразы. 

Этап первичного анализа (Primary Analysis) занимает место между стадиями регистра-
ции оптического сигнала в АПКОС и проведение так называемого вторичного анализа (Sec-
ondary Analysis) для решения биоинформационных задач на основе полученных прочтений 
(ридов). Этап первичного анализа (рис. 1) включает в себя [1]: 

– обработку сигналов на стадии Фильма (Movie) для сохранения в виде Трассировки 
(Trace) для каждого колодца ZMW в реальном времени; 

– выделение артефактов Пульсов (Pulses) из Трассировки (Traces) в качестве информа-
ции для идентификации нуклеотидных оснований (стадия Trace-to-Pulse); 

– стадию base calling для определения последовательности нуклеотидов из полученных 
Пульсов (стадия Pulse-to-Base); 

– уточнение последовательности нуклеотидов при режиме циклического чтения 
Circular Consensus. 
 

 
Рис. 1. Стадии первичного анализа 
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Этап перехода от Фильма к Трассировкам (стадия Movie-to-Trace) моделируется про-
граммой, разработанной в ИАП РАН, на выходе которой получаем набор Трассировок в раз-
личных каналах флуоресценции для заданной нуклеотидной последовательности.  

Целью работы является рассмотрение алгоритмов и параметров для обработки данных 
на стадиях Trace-to-Pulse и Pulse-to-Base. Класс рассмотренных алгоритмов на стадии Trace-
to-Pulse принадлежит области сhange detection (статистический анализ обнаружения измене-
ний) [2]. В качестве основного метода выбрана комбинация стандартизированной z-оценки – 
меры относительного разброса наблюдаемого или измеренного значения и экспоненциально 
взвешенного скользящего среднего [3].  

На выходе из стадии Trace-to-Pulse получаем набор Пульсов по каждой из четырех 
Трассировок с набором параметров (интенсивность, ширина и расстояние между пиками). На 
следующей стадии нам необходимо синхронизировать эту информацию по всем трассиров-
кам и вынести суждение о доминирующем канале флуоресценции (стадия Pulse-to-Base). В 
качестве критерия качества работы алгоритмов служат меры близости нуклеотидных после-
довательностей на входе программы моделирования и на выходе (стадия base calling). 
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C начала 2000-х годов рН поверхности кожи и его поддержание стали связывать с важ-

ной ролью в целостности и сцеплении рогового слоя, а также в регуляции гомеостаза эпи-
дермального барьера и механизмов антимикробной защиты [1, 2]. Известно, что pH поверх-
ности кожи влияет на растворение и разделение химических веществ и может оказывать воз-
действие, которое приводит к кожным заболеваниям. Однако в ранее проводимых исследо-
ваниях методике измерения pH кожи не было уделено достаточного внимания, а сам процесс 
снятия данных является достаточно трудоёмким [3, 4]. 

Проведён поиск наиболее простой методики получения данных о состоянии кожи че-
ловека. Была в значительной степени упрощена классическая методика, что позволит избе-
жать грубых ошибок при измерении рН кожи. 

 
Введение. У классической прямой методики измерения есть ряд недостатков: 
1) трудность нанесения воды только на исследуемую область кожи в некоторых анато-

мических положениях; 
2) невозможность зафиксировать положение исследуемого участка для устранения 

движений тела, влияющих на точность измерений; 
3) обязательное присутствие испытуемого при проведении непосредственных измерений. 
 
Целью исследования является разработка методики, которая значительно упростила бы 

сбор данных о состоянии участка кожи человека и при этом давала бы аналогичные класси-
ческой методике исследования результаты.  

 
Задачи исследования: 
1. Разработать техническое решение, позволяющее наносить фиксированный объём ди-

стиллированной воды на изолированный участок кожи.  
2. Разработать методику удаленного снятия проб и дальнейшего анализа в лаборатории. 
 
Решение этих проблем позволит переключиться на исследование конкретных факторов, 

влияющих на pH кожи, и увеличить выборку людей, принимающих участие в исследовании. 
 
Основная часть. Для измерений использовался стеклянный электрод и электрод срав-

нения, закреплённые на штативе, предварительно откалиброванные в буферных растворах 
pH = 4,01, pH = 6,86 [5]. Перед каждым измерением исследуемый участок кожи очищался 
сухой фильтровальной бумагой. После каждого измерения используемые приборы промыва-
лись дистиллированной водой и протирались фильтровальной бумагой [3, 4]. Исследуемые 
участки кожи не подвергались воздействию воды в течение 2…3 ч до начала измерений [5]. 
Для изолирования и фиксации участка кожи был использован пластмассовый полый ци-
линдр, в отверстие крышки которого подаётся вода. Было проведено две серии испытаний:  

1. Дистиллированная вода наносилась шприцем в прибор, по прошествии 1 мин на ко-
жу помещались электроды и в течение 2 мин фиксировались показания прибора. 

2. Дистиллированная вода наносилась шприцем в прибор, по прошествии 1 мин проба за-
биралась чистым шприцем и исследуемая жидкость анализировалась с помощью электродов. 
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Для корректности сравнения двух серий испытаний брались соседние участки кожи ле-
вого предплечья. 

 
Среднее значение pH исследуемых участков в двух сериях экспериментов 5,73 ± 0,15 ед., 

что говорит о высокой точности разрабатываемой методики [6, 7]. 
 
Заключение. Результаты экспериментов говорят о применимости методики на практи-

ке. Поскольку её внедрение не требует серьёзных технических улучшений по сравнению со 
старой методикой, а различия между полученными разными способами значениями незначи-
тельны, она может быть использована в любых исследованиях на измерение кислотно-
щелочного баланса кожи. Предполагается возможность использования или модификации 
данной методики для определения концентраций других ионов, обеспечивающих нормаль-
ное функционирование организма. 
 

Литература 

1. Ali SM, Yosipovitch G: Skin pH: from basic science to basic skin care. Acta Dermatol Venere-
ol 2013;93:261–267.  

2. Fluhr JW, Elias PM: Stratum corneum pH: formation and function of the “acid mantle”. Exog 
Dermatol 2002;1:163– 175. 

3. Stefaniak AB, du Plessis J, John SM, Eloff F, Agner T, Chou TC, Nixon R, Steiner MFC, Kud-
la I, Holness DL: International guidelines for the in vivo assessment of skin properties in non-
clinical settings: part 1. pH. Skin Res Technol 2013;19:59–68.  

4. Stefaniak AB, du Plessis JL: Biometrology guidelines for the in vivo assessment 
of skin surface pH in nonclinical settings; in Humbert P, et al. (eds): 
Agache’s Measuring the Skin, ed 2. Switzerland, Springer International, 2017, 
pp 925–932.  

5. Parra JL, Paye M: EEMCO guidance for the in vivo assessment of skin surface pH. Skin Phar-
macol Skin Physiol 2003; 16:188–202. 

6. Agache P: Main skin physical Constants; in Humbert P, et al. (eds): Agache’s Measuring the 
Skin, ed 2. Switzerland, Springer International, 2017, pp 1607– 1622. 

7. Stefaniak AB, Harvey CJ. Dissolution of materials in artificial skin surface film liquids. Toxi-
col In Vitro 2006; 20: 1265–1283 

  



АналитБиоПрибор-2022 
 

47 
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Введение. Одной из главных технологических тенденций XXI века является стреми-
тельная миниатюризация систем, механизмов и устройств, в результате чего стало актуаль-
ным направление разработки химических и биотехнологических систем, использующих как 
можно меньший объем жидкостей или реагентов. Ключевой задачей для разработки таких 
систем является создание устройств, способных с определенной точностью контролировать 
потоки жидкостей в микроканалах. Разработки в этом направлении позволят создавать новые 
поколения ПЦР-систем, систем клеточного анализа и других систем миниатюрного анализа и 
лаборатории на чипе. Микрофлюидные системы уже имеют широкое применение в химии и 
биотехнологии, но открытой остается задача управления движением жидкостей в микрока-
налах. Для решения такой задачи внутри чипа существует концепция микрофлюидных кла-
панов и мембранных насосов [1]. Эти функциональные элементы способны инициировать и 
прерывать поток жидкости в канале. В данной работе разработана согласованная и управля-
емая система мембранных насосов и клапанов, способная прокачивать жидкость внутри 
микроканалов в определенных заданных объемах. 

 
Экспериментальная часть. В данной работе были разработаны и исследованы свой-

ства разных топологий систем микрофлюидных клапанов и мембранных насосов, а также их 
взаимодействия с внешними системами управления, такими как микрофлюидный контрол-
лер давления и автоматизированная система на базе Arduino. Устройство представляет собой 
микрофлюидный чип с 3 или 5 слоями PDMS, отлитыми по предварительно спроектирован-
ным и изготовленным на лазерном станке мастер-формам. Слои чипа соединены таким обра-
зом, чтобы при помощи системы пневматических каналов воздействовать на PDMS-
мембрану толщиной 100 мкм. Мембрана, в свою очередь, взаимодействует со слоем жид-
костных каналов таким образом, что жидкость сначала набирается в специальную камеру в 
мембранном насосе и затем испускается из нее на выход чипа. Слои чипа были объединены с 
мембраной при помощи поверхностной обработки кислородной плазмой с последующей 
термической обработкой. В клапанах и насосе обработка плазмой не проводилась с целью 
избежать слипания слоя с мембраной. 
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Для эффективной разработки лекарств необходимы качественные модели искусствен-

ных органов и тканей. 3D-биопечать – технология послойного формирования сложной 
структуры органа [1]. Материалом служат биочернила – смесь из живых клеток, биосовме-
стимого гидрогеля и вспомогательных веществ. Большинство используемых биочернил лишь 
частично соответствуют требованиям, необходимым для получения органа с достаточно 
сложной структурой и применимым в клинической практике [2]. Биочернила из гидрогеле-
вых микрочастиц (микрогелевые биочернила) в отличие от жидких биочернил могут обеспе-
чить биопечать с более высоким пространственным разрешением с сохранением высокоупо-
рядоченной внутренней структуры [3]. Одним из наиболее подходящих способов для полу-
чения микрогелей являются микрофлюидные технологии. Микрофлюидика благодаря кон-
тролируемому управлению микропотоками жидкостей (объемы нанолитры – фемтолитры) 
дает возможность создавать микрокапли/микрочастицы из различных материалов с управля-
емыми свойствами (размер, объем, состав, морфология), в том числе и получение биочернил, 
состоящих из гидрогелевых микрочастиц [4]. В данной работе мы развивали микрофлюид-
ную технологию генерации гидрогелевых микрочастиц, содержащих клетки, и изучали жиз-
неспособность и развитие клеток внутри микрогелей. 

Для внедрения в микрогели использовали клеточную линию карциномы толстой кишки 
мыши CT 26, экспрессирующую в цитоплазму зеленый флуоресцентный белок EGFP. В ка-
честве гидрогеля использовали альгинат натрия, который сочетает в себе биосовместимость 
и способность к быстрой ионогенной полимеризации [5].  

К центральной водной фазе подводили среду RPMI 1640 с содержащимися в ней клет-
ками. Затем центральный поток объединялся со второй водной фазой, состоящей из предше-
ственника альгинатного гидрогеля, который состоял из растворенного в среде RPMI 1640 
2,5 %-го альгината натрия, к которому добавили 20 %-й водный раствор Сa-EDTA. Объеди-
ненный поток водной фазы эмульгировали в потоке перфторуглеродного масла в монодис-
персные капли с помощью микрофлюидного генератора с фокусировкой потока, после чего 
вводили последний поток в сплошную фазу перфторуглеродного масла с уксусной кислотой 
и 1H, 1H, 2H, 2H-перфтор-1-октанол (ПФО).  Ионы водорода из уксусной кислоты снижали 
pH и вызывали диссоциацию комплекса Ca-EDTA с последующим высвобождением ионов 
кальция, что приводило к сшиванию альгината. ПФО служил в качестве дестабилизатора 
эмульсии для перевода микрогелей из масляной фазы в водную. 

После выхода из микрофлюидного чипа микрогели попадали в сливную пробирку, со-
держащую буферный раствор, который состоял из среды RPMI 1640, 25 мМ раствора 
HEPES, доведенного до pH 7,4 и 1 мМ CaCl2. HEPES служил для нейтрализации вредного 
воздействия уксусной кислоты на клетки, а CaCl2 – для придания микрочастицам дополни-
тельной механической прочности.  

Клетки, инкапсулированные в микрогелях, инкубировались в среде RPMI 1640 с добав-
лением 7 мМ CaCl2 при 37 оС и 5 % CO2 в течение 21 сут. Для оценки жизнеспособности ис-
пользовался йодистый пропидий для окрашивания мертвых клеток (красный), белок EGFP, 
содержащийся в цитоплазме клеток, подсвечивал зеленым все клетки. Для оценки динамики 
развития клеточных кластеров использовался подсчет площади поверхности области с зеле-
ной флуоресценцией на снимке с помощью программы ImageJ. 
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Рис. 1. Конфокальные микроскопические изображения клеток CT26 EGFP, 
инкапсулированных в альгинатную микрочастицу, 
в разные промежутки времени развития in vitro  

 
В результате был усовершенствован и отработан метод генерации альгинатных сфери-

ческих микрогелей размером 200 мкм с инкапсулированными клетками с помощью микро-
флюидного устройства, были оценены жизнеспособность клеток и динамика развития их в 
кластерах внутри микрогелевой частицы. Результаты работы показали, что данный подход 
позволяет получать альгинатные гидрогелевые микрочастицы, где клетки показывают жиз-
неспособность и пролиферативный потенциал, дальнейшие исследования будут направлены 
на более детальную оценку этих качеств и влияющих на них факторов. 
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Введение. В последнее время активно развивается область производства гидрогелевых 
микрочастиц [1]. Микрочастицы находят применение в качестве контейнеров для таргетной 
доставки лекарств, мРНК-вакцин, а также биочернил для 3D-печати тканей и органов. Одной 
из перспективных технологий формирования микрочастиц, позволяющей увеличить кон-
троль за синтезом эмульсии, является капельная микрофлюидика [2]. Эта технология позво-
ляет генерировать и производить операции над монодисперсными каплями водной эмульсии 
нанолитрового и пиколитрового объема. Такие капли служат шаблонами для производства 
полимерных микрочастиц разного состава, структуры и формы. В зависимости от приобре-
тённых в процессе синтеза свойств полимерные микрочастицы могут использоваться в пи-
щевой и косметической промышленности, биологии, медицине и науке о материалах [3–4]. 
Однако производство микрочастиц методом поточной эмульсии на базе технологий капель-
ной микрофлюидики сталкивается с множеством проблем и ограничений, например, таких 
как поддержание стабильности эмульсии и проницаемость вещества через поверхность ка-
пель. Вследствие чего возникают ошибки и дефекты, влияющие как на физико-химические 
характеристики микрочастиц, так и препятствующие процессу генерации капель в микро-
флюидном устройстве. Помимо этого при формировании микрочастиц с новыми физико-
химическими свойствами возникает вопрос оптимизации параметров и задача контроля про-
цесса полимеризации раствора гидрогеля. В данной работе разработан метод, позволяющий 
оценивать состояние микрочастиц in situ в микрофлюидном канале с помощью явления элек-
трокоалесценции. Метод основан на эффекте дестабилизации слоя поверхностно-активного 
вещества на поверхности капель эмульсии в электрическом поле, что приводит к их после-
дующему слиянию. Полностью полимеризованные микрочастицы при этом не будут сли-
ваться друг с другом в связи с формированием жесткого каркаса.   

 
Экспериментальная часть. В данной работе мы разработали метод оценки полимери-

зации гидрогелевых микрочастиц в процессе их синтеза в микрофлюидном устройстве с по-
мощью эффекта электрокоалесценции. При наложении тонкого алюминиевого электрода с 
обратной стороны устройства, в зависимости от напряженности создаваемого электрическо-
го поля, удается достигать локальной электрокоалесценции жидких капель эмульсии. Метод 
апробирован на микрочастицах из следующих гидрогелей: полиакриламид, полиэтиленгли-
коль диакрилата (PEGDA), альгинат. Выявленные различия в отклике полимеризованных 
микрочастиц на электрическое поле в зависимости от степени полимеризации геля позволя-
ют качественно и количественно определять состояние полимеризации геля внутри микроча-
стиц. Для всех полимеров исследована скорость и эффективность сшивки в каплях эмульсии. 
Для альгината определены оптимальные характеристики синтеза микрочастиц диаметром от 
30 до 45 мкм: концентрация ионов кальция 4.5 wt %, концентрация уксусной кислоты в не-
прерывной фазе 0.75 vol %. Для микрочастиц из полиакриламида диаметром 20…50 мкм ва-
рьировались концентрации инициатора APS от 0.3 до 2.7 %, при этом значительной разницы 
во времени полимеризации геля обнаружено не было. Основные различия выявлены при из-
менении температуры среды с 20 до 45 °C, что привело к ускорению сшивки гидрогеля внут-
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ри микрочастиц с 3 ч до 20 мин. Для микрочастиц из PEGDA выявлен паразитный эффект 
диффузии кислорода через капельную оболочку. Уменьшение линейных размеров капель 
ведет к увеличению отношения площади поверхности капли к её объему, вследствие чего 
повышается эффективность диффузии кислорода, что, в свою очередь, ингибирует процесс 
полимеризации геля для эмульсии диаметром менее 100 мкм. Кроме того, для микрочастиц в 
диапазоне диаметров от 40 до 150 мкм выявлены оптимальные соотношения концентраций 
фотоинициатора и раствора мономера диспергированной фазы для полимеризации гидрогеля 
внутри капли. Отдельно рассмотрено влияние геометрии канала и плотности упаковки ка-
пель на эффективность полимеризации. Выявлено влияние геометрии канала и плотности 
упаковки капель на эффективность полимеризации, а именно при более плотной упаковке 
капель в потоке эффективность полимеризации микрочастиц существенно увеличивается.  
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Микрофлюидные технологии оказались перспективным и многообещающим инстру-

ментом в биотехнологических и химических исследованиях [1]. Тенденция подтверждается 
современными коммерческими продуктами для детектирования и анализа сверхмалых коли-
честв образца. Например, система QX100/QX200 для капельной цифровой полимеразной 
цепной реакции (Bio-Rad, USA); технологии Chromium и GemCode от 10X Genomics, Naica 
system for Crystal Digital PCR (Stilla), и т. д. Помимо биомедицинских приложений также ве-
дутся исследования применения микрофлюидики для производства продуктов питания, био-
чернил, косметики, электрооптических приборов, сенсоров, каталитических систем, для 
жидких кристаллов, микролинз и т. д.  

Широко распространенным методом прототипирования в микрофлюидике является из-
готовление микрофлюидных чипов методом мягкой литографии из полидиметилсилоксана 
(ПДМС) по предварительно изготовленной мастер-форме. Мастер-форму с микроструктура-
ми, полученную методами фотолитографии, заливают жидким раствором ПДМС. Затем 
осуществляют дегазацию полимера, устраняя пузырьки растворенного газа. После этого 
происходит его отверждение при температуре 60 оС в течение 4 ч. Полученные реплики с 
микроканалами отделяются от мастер-формы, после чего их соединяют со стеклом или дру-
гим слоем ПДМС. В результате получается микрофлюидный чип. В общем случае ча-
стей/слоев чипа может быть больше двух. 

Соединение частей микрофлюидного чипа, как правило, происходит на счет активации 
их поверхностей путем обработки в кислородной плазме при пониженном давлении – при-
знанный метод создания прочного ковалентного соединения между слоями ПДМС между 
собой или со стеклом [2]. Однако для этого требуются вакуумно-плазменные установки –  
обычно громоздкие и дорогостоящие, требующие особых правил работы и наличия баллонов 
с агрессивными и пожароопасными газами (например, кислород). Для повышения доступно-
сти технологий микрофлюидики и снижения стоимости готовых устройств возникает по-
требность в более простых и экономичных методах и приборах для активации поверхностей 
ПДМС и стекла. Для этого было предложено заменить обработку кислородной плазмой на 
коронный разряд. Для этого разработаны ручные компактные приборы, которые хорошо за-
рекомендовали себя в ходе научных исследований [3], однако процесс осуществляется в 
ручном режиме, что приводит к плохой воспроизводимости результатов. Поэтому перспек-
тивны разработки компактных автоматизированных устройств по обработке поверхностей 
полимеров и стекол коронными разрядами. 

В данной работе было предложено использовать маломощный источник высокого 
напряжения до 20 кВ с частотой следования пачек импульсов 100±10 Гц, мощностью 
≤120 В·А для обработки поверхностей ПДМС и стекла коронными разрядами. Были прове-
дены исследования соединения ПДМС-слоя и ПДМС-слоя или ПДМС-слоя и стекла на ис-
пытательной машине Shimadzu EZ-L-5kN universal testing machine на предмет отрыва слоя от 
слоя после обработки коронными разрядами и после обработки в кислородной плазме на 
установке Plasma Finish. Результаты исследований показывают, что сила связи ПДМС–
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стекло и ПДМС–ПДМС, полученной после обработки коронатором не уступает силе связи 
после обработки кислородной плазмой в вакуумной камере. Также был разработан прототип 
автоматизированного устройства по обработке поверхностей полимеров и стекол коронными 
разрядами на базе такого маломощного генератора (рис. 1). Он безопасен в использовании и 
не требует подключения агрессивных газов. Автокоронатор прост в использовании и позво-
ляет любому сотруднику после короткого инструктажа изготавливать микрофлюидные 
устройства из ПДМС. Время обработки поверхностей не превышает 2 мин, после чего можно 
приступать к следующим шагам производства микрофлюидных устройств или эксперимен-
там. Данный прототип был протестирован в изготовлении нескольких сотен микрофлюид-
ных устройств для проводимых экспериментов по проектам грантов РНФ и РФФИ. 

   

 

Рис. 1. Изображение экспериментального прототипа автоматизированного устройства 
по обработке поверхностей полимеров и стекол коронными разрядами 

для изготовления микрофлюидных чипов  
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С распространением явления фальсификации молока появилась необходимость в разра-

ботке новых экспресс-методов оценки качества молочной продукции, которые отличаются 
быстротой и доступностью. Одним из таких методов является спектрофотометрия. Метод ос-
новывается на изучении взаимодействия вещества с волнами электромагнитного излучения, 
длина которых может варьироваться в разных диапазонах: видимого светового спектра – 
в пределах 350…800 нм, ближнего инфракрасного – 800…2500 нм, среднего инфракрасного – 
2500…25000 нм, и т. д. Проходя через вещество, излучение вызывает колебание молекул, ко-
торое выражается в большем или меньшем поглощении полученной энергии импульса. [1] 

Для решения проблемы контроля качества молочной продукции было проведено ис-
следование с использованием разработанной оптической системы – современного многока-
нального анализатора спектров, который имеет массив из 18 быстродействующих фоточув-
ствительных элементов и 3 источника излучения. Данные технические характеристики поз-
воляют прибору менее чем за 10 секунд получить данные об образце. [2]  

Были изучены 10 видов фермерского молока, среди которых пастеризованное и сырое. 
Каждый образец заливался в специальную емкость, изготовленную на 3D принтере, черного 
цвета. Все полученные данные передавались на компьютер для последующей обработки. 
На первом этапе анализа все данные были стандартизованы методом Z-оценки. Стандартиза-
ция данных осуществлялась с целью приведения данных, полученных с каждого датчика, к 
единому числовому диапазону. 

Результатом обработки данных является воспроизводимый «цифровой образ» исследу-
емого образца в виде комбинации показателей оптических сенсоров. 

 
 

 
Рис. 1. Цифровые «образы» сырого (образец 2ф) и пастеризованного (образец 4ф) молока 

 
На рис. 1 представлены усредненные по пяти измерениям «цифровые образы» пастери-

зованного и сырого молока. Очевидно различие в образах, что свидетельствует о разном со-
ставе молочной продукции, возможном наличии фальсификаций, вкусовых добавок в молоке.  
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Таким образом, экспресс-метод инфракрасной спектроскопии дает возможность менее 
чем за 10 секунд получать «цифровые образы» молочной продукции и позволяет вести учет 
изменяющихся параметров при сравнении их с эталоном продукции.  
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В современном мире на здоровье человека оказывают влияние различные факторы 

окружающей среды, такие как: экология, образ жизни и режим дня. Целью данной работы 
являются сравнение и обработка масс-спектров выдохов курсантов и студентов, имеющих 
различный темп жизни.  

Для этой цели ранее был разработан метод диагностики состояния 2 групп людей на основе 
масс-спектрометрического анализа состава выдыхаемого воздуха. Применение этого метода обес-
печивает высокую точность анализа и быстрый результат. Основные достоинства метода заключа-
ются в простоте забора пробы и отсутствии необходимости ее предварительной подготовки [1,2]. 

В экспериментальном исследовании принимало участие 52 человека, которые были 
разделены на 2 группы. Первая группа – 31 курсант Военно-медицинской академии в хоро-
шей физической форме. Критерием начала восстановления было отсутствие клинических 
симптомов заболевания. Вторая – 21 человек, состоящая из студентов в возрасте от 21 до 23 
лет. У каждого испытуемого в состоянии физического покоя был произведен забор пробы 
выдыхаемого воздуха [3]. 

Испытуемым была предложена специальная техника выдоха: глубокий вдох, задержка 
дыхания на 10с, медленный выдох в пробозаборное устройство с задействованием нижних 
отделов дыхательных путей. Данная последовательность действий позволяет получить точ-
ную информацию о функциональном состоянии обследуемого, так как в ней участвуют все 
отделы дыхательной системы [4,5]. Газообмен происходит в альвеолах легких и направлен 
на захват кислорода из выдыхаемого воздуха и выделение во внешнюю среду углекислого 
газа и других веществ, образующихся в организме [6]. 

Для анализа в качестве признаков были выбраны массовых пиков в масс-спектрах с 53 
по 70 а.е.м и ближайшие к ним значения. Обработка результатов показала, что в выдохе ис-
пытуемых содержатся следующие вещества в определенном соотношении концентраций: 
ацетон, уксусная кислота и изопрен. В ходе исследования было установлено, что при 
53 а.е.м. разница массовых пиков между курсантами и студентами в среднем составляет 
2,63Е-12, при 56 а.е.м – 1,93Е-12. При 58 а.э.м в выдохе курсантов содержание веществ на 
6,3Е-12 выше, чем у студентов. При 60 а.э.м. содержание веществ в масс-спектрах курсантов 
больше на 5,26Е-12, а при 67 а.э.м. – на 1,3Е-11. Следовательно, можно сделать вывод о том, 
что концентрация веществ в выдохах курсантов Военно-медицинской академии превышает 
показатели студентов, что доказывает преимущество в состоянии здоровья и физической 
подготовке 1-й группы испытуемых перед 2-й. 

 
Рис 1. Сравнение масс-спектров компонентов выдыхаемого воздуха типичных 
представителей обеих групп испытуемых. Зеленая линия – курсанты в хорошей 

физической форме, синяя линия – студенты 4-го курса 
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Также необходимо отметить, что самочувствие и нормальное функционирование орга-
низма человека тесно связаны с его психоэмоциональным состоянием [4]. В процессе иссле-
дования был проведен опрос испытуемых об их психологическом фоне и его составляющих: 
режиме сна, количестве стрессовых ситуаций, физической нагрузке и т. д. Установлено, что 
у курсантов, ведущих активный образ жизни, соблюдающих режим дня и поддерживающих 
свой организм в тонусе, эмоциональное состояние является более стабильным, что оказывает 
оздоровительный эффект и влияет на их качество жизни. В отличие от 1-й группы испытуе-
мых, студенты, имеющие плавающий график, недостаток сна и сильный стресс, претерпева-
ют некоторое отклонение от нормы. Это доказывает, что все процессы организма взаимосвя-
заны, поэтому крайне важно поддерживать стабильное психоэмоциональное состояние для 
лучшего качества жизни и здоровья [7,8]. 

Таким образом, использование предлагаемого метода многомерного статистического 
анализа для классификации данных масс-спектрометрического анализа состава выдыхаемого 
воздуха позволяет выявить широкий спектр физиологически значимых компонентов. 
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